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RESUMO  
O câncer é um problema mundial com crescente número de mortes. Um dos principais fatores que leva 
à morte de pacientes com câncer é a caquexia, que é definida como síndrome metabólica e nutricional 
caracterizada por perda de peso involuntária, principalmente devido à diminuição do tecido muscular 
esquelético, diminuindo mobilidade, qualidade de vida e sobrevida. Algumas suplementações 
dietéticas, dentre elas a dieta rica em leucina, podem reduzir os efeitos do câncer caquexia. Vários 
estudos têm mostrado o papel do aminoácido de cadeia ramificada, leucina em preservar a massa 
muscular esquelética em pacientes com câncer caquexia. A leucina ativa o complexo 1 da proteína 
alvo da rapamicina em mamíferos (mTORC1), importante regulador da síntese proteica no músculo 
esquelético. Desse modo, a leucina é reconhecida com potente estimulador da síntese proteica 
muscular, sendo considerada ponto chave no tratamento da caquexia. Apesar de estimular síntese 
proteica, os efeitos da leucina no crescimento tumoral ainda não foram elucidados. O estudo da 
metabolômica permite identificar e quantificar metabólitos com alta eficiência e confiabilidade, 
permitindo assim elucidar alterações metabólicas e atividade celular, principalmente durante o estado 
patológico, detectando assim a presença ou a fase de evolução de algumas doenças, dentre elas o 
câncer. Considerando a alta eficiência e confiabilidade da metabolômica e que os efeitos da 
suplementação nutricional com leucina precisam ser melhor entendidos tanto no seu aspecto sistêmico 
quanto sobre o tecido tumoral, o presente estudo avaliou os efeitos da dieta rica em leucina sobre o 
perfil metabolômico do soro e do tecido tumoral de ratas portadoras do tumor de Walker 256. Ratas 
Wistar foram distribuídas em 4 grupos: Controle (C), portadores de tumor de Walker (W), controle 
leucina (L) e portadores de tumor de Walker suplementados com dieta rica em leucina (LW). Os 
grupos W e LW receberam a inoculação subcutânea de 1x106 células tumorais viáveis no primeiro dia 
experimental. Todos os animais foram monitorados durante 19 dias, sendo pesados e avaliados quanto 
a evolução da massa tumoral, para posterior coleta de soro e amostras do tecido tumoral. As amostras 
coletadas foram mantidas em nitrogênio líquido e armazenadas em -80°C até o momento das análises. 
Não houve diferença do peso do tumor entre os grupos W e LW, porém no tecido tumoral LW houve 
aumento da expressão de proteínas relacionadas com proliferação celular (Ki-67) e síntese proteica 
(mTOR). Dentre os 58 metabólitos identificados, 11 apresentaram alteração no grupo W, já no grupo 
LW observou-se 25 metabólitos alterados, sugerindo impactos metabólicos diferentes entre os grupos 
portadores de tumor. Os resultados do presente estudo mostraram alterações de vias relacionadas com 
metabolismo de proteínas no grupo W. As vias alteradas no grupo W foram moduladas nas ratas 
portadores de tumor submetidos à dieta rica em leucina, grupo LW. Encontramos, aumento na síntese 
e degradação de corpos cetônicos, sugerindo possível mobilização e direcionamento de corpos 
cetônicos para o tumor no grupo LW. Concluímos que a suplementação com leucina promove 
modulação metabólica, favorecendo a mobilização e utilização de fontes energéticas (corpos 
cetônicos) que são utilizadas pela maioria dos tecidos do hospedeiro, mas não pelo tecido tumoral, 
devido ao fato das células neoplásicas apresentarem capacidade reduzida na metabolização de corpos 
cetônicos, explicando o resultado de massa tumoral semelhante entre W e LW.  
  
ABSTRACT 
 
Cancer is a worldwide problem, and the number of deaths related to this disease continues to rise. One 
of the major factors that lead to death in cancer is cachexia, which handles 25–30% of all cancer-
related deaths. Cancer cachexia is a complex metabolic and nutritional syndrome characterised by 
involuntary weight loss, mainly due to muscle tissue wasting, leading to less mobility, impaired 
quality of life, and survival added to poor prognosis. Dietary supplementation can potentially reduce 
the effects of cancer cachexia. One of these dietary supplements is leucine, which is a branched-chain 
amino acid (BCAAs) that also acts as a cell signalling, leading to preserve muscle mass in cancer 
cachectic patients. Leucine activates the mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1), 
which is an important regulator of protein synthesis, increasing the protein synthesis in skeletal 
muscle. However, mTOR signalling also promotes cell proliferation and motility, which could 
potentially enhance the metastasis. Thus, it is important to determine whether leucine also activates 
mTOR in tumour tissue. Metabolomics allows the identification and quantification of several 
metabolites with high precision; which allows the better understanding of the mechanisms of 
biological and biochemical processes in complex systems, such as cancer cachexia. We consider the 
metabolomics a good strategy for the identification of metabolites under the effects of leucine 
supplementation. Therefore, the aim of this study was to analyse the metabolomic derangements in 
serum and Walker-256 tumour tissue in rats under the modulatory effect of a leucine-rich diet. For this 
purpose, female Wistar rats were distributed into four experimental groups: C, control group; W, 
Walker 256 tumour-bearing group; L, leucine control group; LW, Walker 256 tumour-bearing group. 
We assessed metabolomic profiles of serum and tumour tissue, tumour proliferation and protein 
synthesis pathways. Among the 58 serum metabolites identified, 11 were changed in W group and 25 
metabolites changed in LW group, suggesting a different impact on metabolic pathways between both 
tumour-bearing groups. The changes found in this study shows changes in the process related to 
protein metabolism in the W group and that this altered pathways were modulated in tumor-bearing 
rats fed with leucine-rich diet. We found increase in the synthesis and degradation of ketone bodies, 
suggesting possible mobilization and redirection of ketone bodies to the tumor in the LW group. 
Taking all results, we conclude that nutritional supplementation with leucine causes metabolic 
modulation which can favor the mobilization and utilization of energy sources by most host tissues, 
and jeopardizes the tumour tissue since cancer cells has reduce ability to metabolize ketone bodies for 
their own energy supply. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
O câncer é considerado um problema mundial de saúde pública, pois está 
relacionado ao elevado número de mortes [1, 2]. Segundo dados da Organização Mundial 
da Saúde (OMS), somente em 2012, foram registrados 14,1 milhões de novos casos de 
câncer e um total de 8,2 milhões de mortes, em todo o mundo. Para 2030, a estimativa é de 
21,4 milhões de novos casos de câncer e 13,2 milhões de mortes em decorrência dessa 
doença (INCA, 2014). Muitos fatores contribuem para esse elevado número de mortes 
relacionadas ao câncer, sendo a caquexia um dos principais [3-5].  
 A caquexia é responsável por 25 a 30% de todas as mortes relacionadas com câncer 
[4-7]. O quadro denominado câncer caquexia é definido como síndrome metabólica e 
nutricional, muitas vezes irreversível, caracterizado por perda involuntária de peso, 
principalmente devido a diminuição do tecido muscular esquelético [8]. Essa diminuição na 
massa muscular esquelética é a principal causa da astenia e fadiga e está associada a queda 
significativa na qualidade de vida e redução na resposta aos tratamentos, diminuindo assim 
a sobrevida dos pacientes com câncer caquexia [5, 9-11]. Por esse motivo, muitas pesquisas 
buscam estratégias para minimizar ou inibir a perda de massa muscular esquelética de 
pacientes, ou de modelos experimentais, com câncer caquexia, para que a sobrevida desses 
seja aumentada [12-14]. 
Uma dessas estratégias, atualmente muito estudada, é feita com a suplementação 
nutricional rica em leucina. A leucina é um aminoácido essencial de cadeia ramificada 
(BCAA), que apresenta papel chave no metabolismo proteico do músculo esquelético [15]. 
A leucina sozinha, assim como a combinação dos três aminoácidos de cadeia ramificada 
(leucina, isoleucina e valina), estimula a síntese e diminui a degradação proteica no 
músculo esquelético [16, 17]. A intervenção nutricional com leucina é eficiente em 
estimular a síntese proteica, prevenindo o quadro caquético nos estágios iniciais da doença 
(pré-caquexia), pois no estágio avançado é praticamente impossível reverter a caquexia 
[18]. Dados prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram efeitos benéficos da 
suplementação nutricional com leucina, quando iniciada concomitantemente com a 
inoculação do tumor de Walker 256 (modelo murino que se assemelha ao câncer caquexia 
em humanos). Esses dados mostraram manutenção do peso corpóreo e da massa muscular 
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nos ratos portadores de tumor que receberam a dieta rica em leucina [19-21]. Nesse sentido, 
a identificação prévia da caquexia torna-se necessária para que o tratamento com a leucina 
seja eficaz na prevenção da perda de massa muscular esquelética. 
Para identificar a caquexia, ou ainda a pré-caquexia, muitos estudos têm investigado 
a presença e/ou concentração de alguns marcadores chaves tanto gênicos [11, 22], proteicos 
[3, 18], como metabólicos [23-26] no desenvolvimento da caquexia. Dentre esses 
marcadores, os produtos finais dos processos celulares, os metabólitos têm recebido 
destaque dentre os estudos que buscam biomarcadores e o melhor entendimento de 
determinadas doenças, pois representam melhor o fenótipo celular [2, 18, 25, 27, 28]. Para 
o melhor entendimento das alterações metabólicas, decorrentes de algumas doenças e para 
acompanhar a evolução dos tratamentos, muitos metabólitos precisam ser avaliados para 
que possa ser traçado o perfil, que seja comparado aos padrões normais [2]. Uma das 
técnicas que permite a identificação de grande quantidade de metabólitos é a metabolômica 
[27]. A metabolômica identifica e quantifica a presença de vários metabólitos em um único 
ensaio, possibilitando assim que os resultados sejam gerados de maneira rápida e eficaz 
[29, 30].  
A abordagem dessa análise permite a obtenção de várias informações com relação 
às alterações metabólicas, resultantes dos efeitos produzidos pela evolução de doenças, 
como o câncer [18]. Vários estudos da literatura já mostraram a importância da aplicação 
da metabolômica como ferramenta chave no entendimento e diagnóstico de diversos tipos 
de cânceres [2, 24, 25, 27, 31]. Em especial, o estudo de Sreekumar e colaboradores (2009), que 
avaliou o metaboloma da progressão do câncer de próstata, revelou a sarcosina como um importante 
intermediário da invasão e agressividade das células tumorais, sendo esse metabólito considerado 
um biomarcador para a progressão do câncer de próstata [31]. 
Assim, considerando a alta incidência e mortalidade de pacientes com câncer, em 
decorrência da caquexia, e que a suplementação nutricional com leucina é uma das 
principais estratégias para inibir os efeitos deletérios dessa doença, o presente trabalho 
estudou as alterações metabólicas, através da identificação dos metabólitos presentes no 
soro e no tecido tumoral de ratas portadoras de câncer caquexia sob influência da 
suplementação nutricional com leucina. 
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2- REVISÃO DA LITERATURA 
2.1- Câncer caquexia 
Caquexia é uma complexa síndrome metabólica associada com doença subjacente, 
sendo caracterizada por perda de peso corpóreo involuntária, principalmente devido à perda 
de massa muscular esquelética, que pode ser acompanhada ou não por perda de tecido 
adiposo [32, 33]. Tanto anorexia e inflamação, como também resistência a insulina estão 
normalmente associados a essa síndrome [32]. Assim, quando a caquexia está associada ao 
câncer, o quadro clínico é denominado câncer caquexia.  
A incidência da caquexia nos pacientes com câncer varia de acordo com o tipo de 
tumor. Em pacientes com câncer gástrico e pancreático, a incidência é maior que 80%, 
enquanto que aproximadamente 50% dos pacientes com câncer de pulmão, próstata e cólon 
são afetados pela caquexia e cerca de 40% dos pacientes com câncer de mama ou alguns 
tipo de leucemia desenvolvem essa síndrome [34, 35]. A síndrome câncer caquexia é 
responsável por cerca de 30% das mortes dos pacientes com câncer [4, 6, 33]. Nesses casos, 
o crescimento tumoral provoca severas alterações que resultam em desequilíbrio fisiológico 
causando a morte desses pacientes. 
Vários tecidos e órgãos são prejudicados pelas alterações provocadas pelo 
crescimento tumoral e, especialmente no tecido muscular esquelético, essas alterações 
envolvem principalmente o metabolismo de proteínas e aminoácidos. Essas alterações 
levam ao aumento na proteólise, diminuição de síntese proteica, diminuição no transporte 
de aminoácidos e aumento na oxidação de aminoácidos de cadeia ramificada (branched-
chain amino acids, BCAA) [36]. Essas alterações somadas ao aumento de mediadores 
inflamatórios, como interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e fator 
indutor de proteólise (PIF) que, por sua vez, aumentam a apoptose e diminuem a 
capacidade regenerativa, levam à perda de massa e de função do tecido muscular 
esquelético [8, 37]. Estudo realizado por Ventrucci e colaboradores (2007) investigou os 
efeitos causados no músculo de ratos portadores do tumor de Walker 256, encontrando 
diminuição significativa de fatores inicializadores eucarióticos e da proteína ribossomal 
S6K1, importantes no processo de síntese proteica muscular [38].
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Levando em consideração a alta incidência e o número elevado de mortes em 
decorrência do câncer caquexia, novos estudos pré-clínicos com modelos experimentais, 
que mimetizem essa síndrome, se fazem necessários. Possibilitando assim, o melhor 
entendimento das alterações metabólicas causadas pela caquexia e, consequentemente, 
descobertas de novas terapias e drogas para o tratamento desses pacientes.  
2.2- Leucina 
A leucina é um dos três aminoácidos essenciais de cadeia ramificada, em conjunto 
com valina e isoleucina [17, 39]. Esses aminoácidos são conhecidos por ativar a síntese 
proteica muscular [40]. Segundo Garlick (2005) [16] e Escobar e colaboradores (2006) 
[41], a leucina é o aminoácido mais eficiente na estimulação da síntese proteica, pois o 
efeito da leucina isolada é igual ao efeito da combinação dos três BCAAs [42].  
Nesse sentido, evidências apontam a suplementação nutricional com leucina como 
uma promissora terapia anti-atrofia no tratamento de doenças que induzem diminuição da 
massa muscular esquelética, como observado em pacientes com câncer caquexia. Estudos 
prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram efeitos benéficos da dieta rica em leucina, 
na manutenção de massa muscular e corpórea em ratos portadores de tumor de Walker 256 
e camundongos portadores do adenocarcinoma de colon MAC16 [21, 43-45]. Evidências 
sugerem que o efeito estimulatório da leucina ocorre por meio da ativação da via da 
proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR), proteína chave no processo de síntese 
proteica [17, 39, 41, 46, 47].  
 A mTOR é uma proteína quinase serina/treonina que atua como principal regulador 
da síntese proteica, crescimento, proliferação e diferenciação celular [48]. Existem dois 
complexos da mTOR, o complexo 1 da mTOR, sensível à rapamicina (mTORC1) e o 
complexo 2 da mTOR, insensível à rapamicina (mTORC2). O complexo 1 é o principal 
responsável pela síntese proteica [17, 48] e por essa razão nesse trabalho o termo mTOR 
estará sempre relacionado ao complexo mTORC1. A via da mTOR é estimulada por fatores 
de crescimento como insulina e por nutrientes como aminoácidos, mais especificamente a 
leucina (Figura 1) [17]. Uma vez ativada, a mTOR fosforila e ativa a proteína ribossomal 
S6 quinase 1, e essa por sua vez fosforila a proteína ribossomal S6, levando ao aumento da 
síntese proteica. A ativação da mTOR também resulta na fosforilação e com isso inibição 
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da proteína ligante do fator de inicialização eucariótico 4E (4EBP1), liberando-o para que 
então se ligue ao eIF4G, formando o complexo inicializador de síntese proteica, 
estimulando a tradução do RNA mensageiro (Figura 1) [17, 39]. 
A diminuição da massa muscular esquelética encontrada nos pacientes com câncer 
caquexia está relacionada com a inibição da via da mTOR e ativação de vias relacionadas 
com degradação proteica, como a via da ubiquitina-proteossoma [36, 49]. A leucina e o seu 
metabólito hidroximetilbutirato de cálcio (HMB-Ca) são capazes de estimular síntese e 
inibir degradação proteica [17]. Estudo recente realizado por Mirza e colaboradores (2014) 
[50] comprovou que tanto a leucina quanto o HMB-Ca diminuíram a degradação e 
aumentaram a síntese proteica em células musculares C2C12 expostas ao fator de indução 
de proteólise (PIF) em camundongos portadores do tumor MAC16 (modelo de câncer 
caquexia). Portanto, devido aos benefícios descritos acima, a leucina vêm sendo 
considerada uma potente estratégia no tratamento e prevenção da caquexia.  
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Figura 1. Regulação da síntese proteica por insulina e aminoácidos/Leucina. Adaptado e 
modificado de Columbus e colaboradores (2015) [17]. Legenda: IRS-1: substrato de 
receptor de insulina, PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase, PDK1: quinase dependente de 
fosfoinositídeos, Akt: Proteína quinase B, TSC 1/2: tuberous sclerosis complex, mTOR: 
Mechanistic Target of Rapamycin, S6K1: ribosomal S6 kinase, S6: ribosomal S6, 4E-BP1: 
eukaryotic initiation factor 4E binding protein 1, eIF4E: eukaryotic initiation factor 4E,   
eIF4G:eukaryotic initiation factor 4G.  
  Os efeitos da leucina sobre a síntese proteica no músculo esquelético são bastante 
estudados e descritos na literatura [16, 17, 43, 47, 49-53], porém poucos foram os estudos 
que investigaram os efeitos da suplementação da dieta rica em leucina na proliferação e 
crescimento tumoral. Liu e colaboradores (2014) avaliaram os efeitos da leucina em 
camundongos portadores de câncer pancreático e encontraram aumento significativo na 
taxa de proliferação e crescimento tumoral, sugerindo cautela na utilização da 
suplementação nutricional com leucina em pacientes com câncer caquexia [40].  
 
 
21	
	
 
 
2.3- Metabolômica 
 Muitos avanços tecnológicos ocorreram nos últimos anos e consequentemente 
novos ramos de pesquisas surgiram. A biologia de sistemas refere-se a um desses novos 
ramos e tem como objetivo investigar o fenótipo celular, que representa o comportamento 
da interação entre genes, proteínas e metabólitos [54]. Para que essa investigação fosse 
possível surgiu então as ferramentas “ômicas”, que compreendem a genômica, 
transcriptômica, proteômica e metabolômica [54]. Essas ferramentas são integrativas, 
assim, os estudos descrevem-nas como uma “cascata ômica”, de acordo com a ordem dos 
eventos celulares que cada uma representa (Figura 2) [54]. Essas novas abordagens são 
consideradas de extrema importância, pois permitem melhor compreensão global dos 
mecanismos biológicos e bioquímicos [29, 31, 55].   
  A metabolômica é o ponto final da cascata, porque ela identifica e quantifica os 
metabólitos presentes no sistema biológico, e considerando o fato de que os metabólitos são 
os produtos finais da interação entre expressão gênica, proteica e do ambiente celular, a 
metabolômica é a ferramenta que mais revela particularidades do fenótipo celular, 
permitindo entendimento global dos processos bioquímicos [29, 30]. Ainda, os metabólitos 
podem ser indicadores de status fisiológico geral dos pacientes, sendo considerados bons 
candidatos à biomarcadores de doenças, permitindo assim detecção precoce, ou até 
melhorando o prognóstico da doença [28]. 
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Figura 2. A cascata “ômica” compreende o conjunto dos diferentes níveis “ômicos” (genômica, 
transcriptômica, proteômica e metabolômica) que descreve de forma abrangente a resposta de 
sistemas biológicos às doenças e perturbações genéticas e ambientais. Os dados mais completos 
integram todos os níveis “ômicos”, mas dentre eles, a metabolômica é a mais representativa do 
fenótipo. Adaptado e modificado de Dettmer e colaboradores (2007) [54].  
 
Dentre as plataformas usadas para aplicações metabolômicas, as mais utilizadas são 
a espectroscopia por ressonância magnética nuclear (RMN) e a espectrometria de massas 
(EM) acoplada a técnicas de separação como a cromatografia liquida (EM-CL) ou gasosa 
(EM-CG) [56]. A RMN é geralmente utilizada para detectar átomos de hidrogênio nos 
metabólitos, sendo que, em uma amostra de fluído biológico, todas as moléculas contendo 
hidrogênio serão detectadas no espectro 1H RMN, uma vez que suas concentrações 
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ultrapassem o limite de detecção, portando essa técnica só detecta metabólitos em médias e 
altas concentrações [56]. A vantagem da RMN é que as amostras não precisam de 
tratamentos físicos ou químicos prévios a análise e, além disso, a RMN é mais confiável na 
determinação da concentração dos metabólitos e apresenta alta reprodutibilidade nas 
leituras. Já na EM, as amostras geralmente precisam de preparos prévios, possibilitando 
assim, a perda de alguns metabólitos. Por outro lado, a EM possui alta capacidade de 
identificar metabólitos e por isso é considerada mais sensível que a RMN [54, 56]. As duas 
plataformas são amplamente utilizadas para o estudo metabolômico, sendo que a escolha 
entre elas pode depender do tipo de estudo e hipótese a ser testada [56].  
Sendo a metabolômica uma excelente ferramenta para analisar o funcionamento 
global de um sistema, revelando muitas vezes metabólitos que podem ser usados como 
biomarcadores na detecção prévia de doenças, alguns estudos já utilizaram a metabolômica 
para avaliar as alterações causadas pela evolução do câncer caquexia. Der-Torossian e 
colaboradores (2013) descreveram as alterações causadas no músculo gastrocnêmico de 
camundongos portadores do tumor C26 (modelo de caquexia) e encontraram alteração 
significativa na via glicolítica no tecido muscular esquelético dos camundongos caquéticos 
[24]. No mesmo sentido, Shen e colaboradores (2011) fizeram estudo exploratório dos 
metabólitos presentes na urina de ratos portadores de tumor de Walker 256 e encontraram 
alteração na concentração de alguns metabólitos derivados de carnitina, aminoácidos e 
nucleotídeos [25]. Segundo os autores as alterações nesses metabólitos pode ter sido 
resultado da elevada proliferação celular, redução da beta-oxidação de ácidos graxos e 
redução na reabsorção tubular renal [23]. Esses estudos assim como outros, demonstraram 
que a metabolômica pode ajudar na descoberta de biomoarcadores e no entendimento das 
alterações metabólicas em hospedeiros portadores de tumor [29, 54, 57]. 
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3- OBJETIVOS 
Objetivo geral 
Estudar as alterações metabólicas, através da identificação dos metabólitos 
presentes no soro e tecido tumoral de ratas portadores de câncer caquexia submetidos ou 
não a dieta rica em leucina. 
Objetivos específicos 
• Verificar se a suplementação com leucina tem efeito sobre o crescimento tumoral. 
• Analisar as alterações metabólicas decorrentes do crescimento tumoral, e a possível 
identificação de metabólitos que caracterizem o crescimento do tumor de Walker 256.   
• Avaliar se a dieta rica em leucina, amplamente usada para estimular síntese proteica 
muscular, modula as alterações encontradas no soro e tecido tumoral desses animais 
portadores do tumor de Walker 256. 
4- MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1 Animais e Dietas 
Ratas adultas da linhagem Wistar (90±10 dias; peso médio de 260±10g) 
provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) 
permaneceram durante todo o período experimental no biotério do laboratório de Nutrição e 
Câncer (Departamento de Biologia Estrutural e Funcional/UNICAMP) em gaiolas 
coletivas, com ciclo de luz de 12 h/12 h claro-escuro, com dietas e água ad libitum. A 
condução do estudo, assim como a manipulação dos animais foi aprovada pela Comissão de 
Ética na Experimentação Animal do Instituto de Biologia (CEEA-IB) da Unicamp, sob o 
número 2677-1. 
O preparo das dietas foi realizado no nosso laboratório, seguindo os padrões 
estabelecidos pelo Instituto Americano de Nutrição para dieta de roedores (AIN-93) [58]. A 
dieta controle era composta de 18% proteína e a dieta leucina era composta por 18% de 
proteína com adição de 3% L-leucina. Todos componentes das dietas estão descritos na 
tabela 1. 
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Tabela 1. Componentes das dietas. 
  Dietas 
 Controle Leucina 
Componentes (%) (%) 
Amido de milho1 39,7 38,7 
Caseína2 20,0 20,0 
Dextrina 13,2 12,2 
Açúcar 10,0 9,0 
Fibra de celulose 5,0 5,0 
Mistura de sais  3,5 3,5 
Mistura de vitaminas  1,0                1,0          
Cisteína 0,3 0,3 
Colina 0,25 0,25 
Gordura (óleo de soja) 7,0 7,0 
Leucina 3 0,0 3,0 
Os valores apresentados na tabela correspondem a % que cada ingrediente representa na dieta. 1 
Fornecido pela empresa Ingredion Produtos Brasil, 2 Contém 85% de proteína, 3 Fornecido pela 
empresa Ajinomoto Interamericana Ind. & Com. Ltda. As dietas eram compostas de quantidades 
similares de nitrogênio (aproximadamente 13,2 mg N2/100 g dieta). O ajuste calórico da dieta 
leucina foi feito com redução da quantidade equivalente de carboidrato, correspondendo assim à 
dieta isocalórica. Os demais ingredientes da dieta leucina continham a mesma quantidade de 
gordura, fibra, mistura de sais e vitaminas, colina e cisteína, quando comparada com a dieta 
controle. 
 
4.2 Inoculação do tumor de Walker 256 
O carcinossarcoma de Walker 256 foi originalmente identificado com um 
adenocarcinoma mamário, altamente agressivo e espontâneo em ratas. O rápido 
crescimento do tumor de Walker 256 leva à instalação do quadro de caquexia no 
hospedeiro. O tumor de Walker 256 é amplamente utilizado como modelo no estudo da 
síndrome da caquexia associada ao câncer, pois assemelha-se ao quadro de câncer caquexia 
humana [59, 60]. Esse tumor é mantido no Laboratório de Nutrição e Câncer, por passagens 
consecutivas no intraperitônio (IP) e no subcutâneo (SC) de ratos (linhagem Wistar) e 
também criopreservado em nitrogênio líquido. 
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Suspensão de células do tumor de Walker 256, contendo cerca de 1x106 células 
viáveis por inóculo, foi injetada no SC do flanco direito das fêmeas dos grupos tumor W e 
LW no início do experimento.  
A manipulação dos animais com tumor seguiu as regras do comitê internacional de 
pesquisa em câncer (United Kingdom Co-ordinatting Committee on Cancer Research, 
UKCCCR, 1998) [61].  
4.3 Protocolo Experimental 
As fêmeas foram distribuídas de maneira randomizada em quatro grupos 
experimentais. Dois grupos receberam dieta controle: C, grupo controle (n=9); W, grupo 
portador do tumor de Walker 256 (n=9) e dois grupos que receberam dieta leucina: L, 
grupo controle leucina (n=9); LW, grupo leucina portador do tumor de Walker 256 (n=9) 
(Figura 3). Os animais foram monitorados diariamente durante todo o período experimental 
e pesados três vezes por semana para acompanhamento da evolução do peso corpóreo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Distribuição dos grupos experimentais. Dieta controle (18% proteína) e dieta 
leucina(18% proteína+3% leucina). C: grupo controle; W: grupo portador do tumor de Walker 256; 
L: grupo controle leucina; LW: grupo leucina portador do tumor de Walker 256.  
 
 
Ratas Wistar 
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C W 
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27	
	
Todos os animais foram sacrificados, por decapitação, 21 dias após o início do 
experimento/inoculação tumoral. O sangue foi retirado sem adição de anticoagulante e após 
centrifugação a 1000 x g por 10 minutos a 4˚C, o soro foi armazenado a -20˚C, até o 
momento do preparo das amostras para a análise de metabolômica. O tecido tumoral, após 
ressecção, foi  pesado em balança digital para registro da massa(g) tumoral e, 
imediatamente após, fragmentos do tecido tumoral foram acondicionadas em nitrogênio 
líquido e posteriormente, armazenadas a -80˚C, até o momento do preparo das amostras 
para as análises de metabolômica e Western Blotting. Amostras de tecido tumoral também 
foram imediatamente acondicionadas em solução de paraformoldeído a 4% para análise de 
imunohistoquímca. 
4.4 Imunohistoquímica  
 Fragmentos de tecido tumoral foram fixados por 24 horas em solução de 
paraformoldeído a 4%, antes de inclusão em parafina. Para cada tecido foram selecionados 
cortes de 5 µm para a reação de imunoperoxidase para a proteína Ki-67. Para a ensaio de 
imunohistoquímica, a parafina foi removida com três banhos de xilol, de 5 minutos cada. 
Para que a reativação antigênica fosse possível, os cortes foram incubados com 10mM de 
tampão citrato (pH 6) por 1 hora a 80°C, então os cortes foram lavados com 0,05 M tampão 
Tris (TBS), pH 7,4, e incubados com TBS contendo 0,3% peroxido de hidrogenio (H2O2) 
para bloquear a atividade da peroxidase endógena; na sequencia os cortes foram 
permeabilizados por 1 hora com 0,1% Tween 20 e 5 g/% de leite livre de gordura em TBS. 
Os cortes foram, então, incubados com o anticorpo primário monoclonal anti-Ki67 (1:50; 
Spring Bioscience, Pleasanton, CA), durante 12 horas a 4°C. Após esse período, os cortes 
foram incubados com o anti-rabbit para tecido de ratos (Simples Stain Rat Max Po; N-
Histofine®; Nichirei Biosciences inc., Tokyo, Japan) por 1hora e 30 minutos. As células 
positivas para proliferação celular foram detectadas com solução de diaminobenzidina a 
10% em 0,2% de H2O2 (DAB; Sigma- Aldrich Chemicals, St Louis, MO, USA).  
Por fim, os cortes foram corados com hematoxilina e as lâminas preparadas para 
microscopia de luz. As imagens das lâminas foram capturadas no microscópio Leica, com 
aumento de 100x e então, as células positivas para Ki-67 foram contadas com o auxílio do 
software Image Pro-Plus (Media Cybernetics, Mariland, EUA). Para os controles negativos, 
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os cortes de tumor de cada grupo foram incubados com PBS sem o anticorpo primário e 
então incubados com anticorpo biotinilado seguido por reação com DAB, conforme 
descrito acima. O número de células positivas foi determinado pela contagem de 5 
quadrantes (500µm2 cada) de uma mesma lâmina com no mínimo seis animais por grupo. 
Nesses mesmos 5 quadrantes foram realizadas as contagens do número de vasos. 
4.5 Western Blotting  
 Amostras do tecido tumoral foram homogeneizadas em tampão de extração de 
proteínas contendo inibidores de proteases (10mM EDTA, 100 mM Trisma base, 10 mM 
pirofosfato de sódio, 100 mM fluoreto de sódio, 1mM ortovanadato de sódio, 2mM fluoreto 
de fenilmetanosulfonil e 0,1mg/mL aprotinina), utilizando o homogeneizador de tecido 
Polytron Omni (USA). O homogeneizado foi centrifugado a 1000 x g por 10 minutos a 4oC. 
Oitenta microgramas de proteína foram aplicados em gel de SDS-poliacrilamida (10%), as 
proteínas foram então separadas por SDS-PAGE e em seguida, transferidas para membrana 
de nitrocelulose (Millipore, USA). Após transferência, as membranas foram bloqueadas 
com PBS-tween contendo 5% de leite desnatado por 1 hora a temperatura ambiente. Para 
detecção das proteínas de interesse, as membranas foram incubadas com anticorpo primário 
para mTOR (proteína alvo) e tubulina (controle interno) (Cell Signaling Technology®) na 
diluição de 1:1000 overnight a 4°C. O anticorpo secundário (Cell Signaling Technology®) 
foi diluído a 1:10000 e incubado com a membrana por aproximadamente 1 hora. Para 
detecção da expressão proteica, as membranas foram reveladas com o auxílio do programa 
Image Capture (Amersham) e a densitometria das bandas das proteínas foi analisada com 
auxilio do programa Gel Pro II software. A concentração da proteína mTOR foi corrigida 
pela concentração da proteína tubulina (controle interno). 
4.6 Metabolômica 
4.6.1 Metabolômica do soro 
A análise da metabolômica do soro dos animais foi realizada por meio da técnica de 
ressonância magnética nuclear (RMN). As amostras de soro (450 µL) foram filtradas em 
coluna Microcon 3YM (Amicon Ultra 0.5mL, Sigma-Aldrich®), para exclusão de 
moléculas com peso molecular acima de 3 kDa, eliminando assim as macromoléculas. Ao 
soro filtrado foram adicionados água Milliq, tampão contendo 10% água deuterada (D2O) e 
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TSP (ácido 3-trimetilsilil-2,2',3,3'-tetradeuteropropiônico; controle interno/referência) à 
concentração de 0,5mM. Essa mistura foi então transferida para o tubo de RMN 
(Norell® Standard Series™ 5 mm, Sigma-Aldrich®). 
Os espectros unidimensionais de 1H foram obtidos a 600 MHz, utilizando o 
espectrômetro Agilent Inova do Laboratório Nacional de Biociências (LNBio), integrante 
do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), com sequências de 
pulso tradicionais otimizadas para supressão do sinal da água. Todo o procedimento do 
preparo e leitura das amostras está esquematizado na Figura 4. 
 
Figura 4. Procedimento do preparo e leitura das amostras para a metabolômica. A: Volume de 450 
µL de soro foi filtrado em coluna Microcon 3YM; B: A solução contendo o soro filtrado, água, 
tampão e TSP (controle interno) foi transferida para o tubo de RMN de 5 mm; C: O tubo contendo a 
amostra foi inserido no espectrômetro de 600 MHz Agilent Inova do Laboratório Nacional de 
Biociências (LNBio) para obtenção dos espectros. 
 
A identificação e quantificação dos metabólitos presentes nas amostras foram 
realizadas utilizando o software Chenomx RMN (Suite 7.6 Chenomx Inc., Edmonton, AB, 
Canada). O programa Chenomx utiliza a metodologia de “targeted profiling” (Chenomx 
NMR Suite, Canada; KnowItAll, Bio-Rad, EUA) para a análise dos espectros de RMN, os 
30	
	
quais são decompostos em concentrações dos diversos metabólitos a partir de biblioteca de 
dados espectrais dos metabólitos isolados. 
4.6.2 Metabolômica do tecido tumoral  
Amostras do tecido tumoral foram homogeneizadas em metanol e clorofórmio, 
seguindo o protocolo proposto por Le Belle (2002) [62], utilizando a proporção de 2:1 
metanol: clorofórmio, respectivamente, e então centrifugados a 1000 x g por 10 minutos a 
4˚C. Após a centrifugação, formaram-se duas fases: fase do metanol e a fase do 
clorofórmio. Os sobrenadantes de cada uma das fases foram armazenados separadamente, 
uma vez que os metabólitos retidos em cada fase possuem propriedades distintas. 
Ao sobrenadante da fase do metanol foram adicionados água deuterada (D2O), 
tampão fosfato (10 X) com 2,8 x 10-1 mol/L de NaH2PO4 e 7,2 x 10-1 mol/L de Na2HPO4 
diluído em água deuterada, que proporcionou redução do pH das amostras para valores 
próximos a 7,40-7,45, e 50mM de TSP (ácido 3-(trimetilsilil)-2,2',3,3'-
tetradeuteropropiônico) (nessa fase foram detectados os metabólitos polares). Ao 
sobrenadante da fase do clorofórmio foram adicionados clorofórmio deuterado 
(Chloroform-D) e 0,1% de TSP (nessa fase foram detectados os metabólitos apolares). 
A identificação e quantificação dos metabólitos polares presentes nas amostras de 
tumor, foram realizadas utilizando o software Chenomx RMN (Suite 7.6 Chenomx Inc., 
Edmonton, AB, Canada). O programa Chenomx utiliza a metodologia de “targeted 
profiling” (Chenomx NMR Suite, Canada; KnowItAll, Bio-Rad, EUA) para a análise dos 
espectros de RMN, os quais são decompostos em concentrações dos diversos metabólitos a 
partir de biblioteca de dados espectrais dos metabólitos isolados. O software Chenomx 
RMN identifica e quantifica apenas os metabólitos polares, portanto, a identificação dos 
metabólitos apolares (lipídeos) foi realizada de forma relativa, através da comparação dos 
nossos espectros de extratos lipídicos com o espectro lipídico identificado no trabalho de 
Kriat e colaboradores [63]. Uma vez identificados os picos dos grupamentos lipídicos, 
fizemos análise quantitativa através do cálculo da área sobre a curva de cada pico 
identificado. 
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5- Análise Estatística 
Os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão da média. O teste-t 
de Student foi utilizado na comparação entre dois grupos experimentais (e.g. W vs LW) e a 
comparação entre os múltiplos grupos foi realizada pelo teste Two-way ANOVA, seguido 
do pós teste de Bonferoni para localização das diferenças. Valores de P inferiores a 0,05 
(P<0,05) foram considerados significantes. Os testes estatísticos foram realizados com o 
auxílio do programa Prism 6 (GraphPad software, Inc). 
A análise de enriquecimento de metabólitos (MSEA-metabolite set enrichement 
analysis) foi utilizada para identificação das vias metabólicas possivelmente alteradas pelas 
diferenças nas concentrações de metabólitos encontradas nos diferentes grupos 
experimentais. Valores de P inferiores a 0,05 (P<0,05) foram considerados significantes. 
As análises de MSEA foram realizadas com auxílio da plataforma Metaboanalyst 
(www.metaboanalyst.ca) [64]. 
6- RESULTADOS 
6.1 Parâmetros morfométricos 
  O crescimento do tumor de Walker 256 induziu a caquexia nos animais dos dois 
grupos portadores de tumor 
 Os grupos W e LW apresentaram diminuição no peso da carcaça, peso relativo do 
tumor maior que 10% e diminuição na concentração de albumina sérica (Tabela 2). Esses 
dados revelaram que os animais estavam caquéticos, uma vez que esses fatores são 
indicadores de estado caquético [65, 66].  
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Tabela 2. Parâmetros morfométricos e indicadores de estado caquético(1). 
 C W L LW 
 (Média±DP) (Média±DP) (Média±DP) (Média±DP) 
Parâmetros morfométricos      
Peso corpóreo inicial (g) 253,4±23,5 264,9±14,6 249,4±24,7 257,0±16,5 
Peso corpóreo final (g) 292,5±37,0 282,9±19,6 289,0±29,7 281,3±18,5 
Peso carcaça* (g) 247,5±29.8 184,5±33,7a,c 243,8±24,7 188,6±21,8a,c 
Peso tumor# (g) - 36,04±10,2 - 36,82±9,0 
Peso relativo tumor (%) (1) - 14,79±4.7 - 15,20±4.8 
Concentração sérica de 
albumina (g/dL)(1) 2,6±0,2 1,5±0,1
a 2,7±0,3 1,6±0,2a,c 
Dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média (DP). Legenda: C, grupo controle; 
W, grupo portador tumor de Walker; L, grupo controle leucina; LW grupo leucina portador tumor 
de Walker. * Peso carcaça representa o peso corpóreo após remoção do trato gastrointestinal, 
coração, fígado, músculo gastrocnêmio esquerdo e tumor. # Peso relativo tumor, expresso em 
porcentagem (%), corresponde à razão do peso do tumor pelo peso corpóreo final. a P < 0,05 em 
comparação ao grupo C; c P<0,05 em comparação ao grupo L. 
 
 Apesar da leucina atuar como sinalizador celular, estimulando a via da mTOR para 
crescimento celular e síntese proteica [17, 51], nenhuma diferença foi encontrada no peso e 
no número de vasos presentes no tecido tumoral do grupo LW em comparação com o grupo 
W (Tabela 2 e Figura 5 A,E). Por outro lado, a expressão das proteínas mTOR e Ki-67 
aumentaram no tecido tumoral do grupo LW em comparação com o grupo W (Figura 5 
B,C,D). 
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Figura 5. Parâmetros tumorais. Resultados expressos como média ± desvio padrão da média (DM). 
A: Peso tumor absoluto (g); B: Expressão da proteína mTOR (Western Blot); C: Imagens da 
expressão da proteína Ki-67, com aumento de 200X (Imunohistoquímica); D: Taxa de proliferação 
celular, através da expressão proteína Ki-67 (Imunohistoquímica), já que a presença do antígeno Ki-
67, presente somente na fases G1, S, G2 do ciclo celular, representa células positivas para o 
processo de divisão celular e E: Número de vasos/área (µm2). * P < 0,05 para comparação com o 
grupo C. 
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6.2 Avaliação do perfil metabolômico sérico 
 Nossas análises metabolômicas por meio da técnica de RMN, possibilitaram a 
identificação e quantificação de 58 metabólitos nas amostras de soro dos diferentes grupos 
experimentais. Dentre todos esses metabólitos, apenas 3 foram encontrados somente no 
soro dos animais portadores de tumor de Walker 256: 3-metil-2-oxovalerato, 4-
hidroxifenilactato e 3-metilhistidina (Tabela 3). 
Tabela 3. Concentração de metabólitos séricos (µM) 
Metabólitos C 
(Média±DP) 
W 
(Média±DP) 
L 
(Média±DP) 
LW 
(Média±DP) 
2-Aminobutirato 5,8±5,8 7,9±1,8 4,5±1,6 10,9±7,2 
2-Hidroxibutirato 3,3±2,8 24,7±7,0 2,7±0,8 32,5±22,0 a,c 
2-Hidroxisovalerato 0,9±0,1 18,8±5,7 1,0±0,5 33,3±25,1 a,c 
2-Oxoglutarato 5,4±1,0 7,1±1,1 5,1±1,6 7,5±2,5 
2-Oxoisocaproato 0,6±0,1 2,9±0,9 a 0,9±0,2 2,7±0,5 a,c 
3-Hidroxibutirato 14,5±5,5 150,4±70,3 22,9±5,5 480,7±278,3 a,b,c 
3-Hidroxisobutirato 8,6±2,2 21,1±6,5 7,0±2,0 32,5±17,5 a,c 
3-Methil-2-oxovalerato 0,0±0,0 4,4±1,4 a 0,0±0,0 3,4±1,1 a,c 
4-Hidroxifenilactato 0,0±0,0 2,8±0,6 0,0±0,0 6,8±4,6 a,b,c 
Acetato 12,2±2,1 33,3±19,5 15,0±4,5 35,0±17,6 
Acetoacetato 0,9±0,4 3,4±1,6 1,1±0,4 7,6±3,9 a,b,c 
Acetona 5,0±0,7 61,6±19,2 a 4,3±1,6 53,3±2,9 a,c 
Alanina 250,6±33,4 477,5±182,1 220,2±53,3 419,9±236,4 
Alantoína 25,0±2,5 132,2±43 a 18,8±14,6 156,4±68,4 a,c 
Arginina 60,4±2,1 37,4±7,9 a 53,0±16,3 38,9±16,4 
Asparagina 25,8±1,7 18,7±5,8 20,6±5,4 19,4±2,8 
Aspartato 14,2±1,6 12,2±2,9 13,4±4,2 18,1±5,9 
Betaína 34,9±9,6 119,7±61,0 30,9±8,4 132,3±86,1 a,c 
Carnitina 12,2±1,5 15,3±4,3 9,8±3,2 17,7±8,1 
Colina 9,2±2,0 16,2±4,1 8,5±2,5 20,4±11,0 
Citrato 70,8±7,7 105,1±22,1 57,3±12,1 190,9±112,2 c 
Creatina 87,1±7,9 188,0±43,0 73,4±18,7 252,5±138,1 a,c 
Creatinina 9,6±0,8 12,7±4,0 6,7±2,6 21,7±9,8 
Resultados expressos como média ± desvio padrão da media (DM). a P < 0,05 para comparação com 
o grupo C; b P<0.05 para comparação com o grupo W e c P<0.05 para comparação com o grupo L. 
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Tabela 3 (continuação). Concentração Sérica de metabólitos (µM) 
Metabólitos C 
(Média±DP) 
W 
(Média±DP) 
L 
(Média±DP) 
LW 
(Média±DP) 
Dimetilamina 0,5±0,2 2,2±0,6 0,6±0,1 4,6±2,7 a,c 
Etanol 874,3±858,2 2159,4±1079,9 949,5±816,4 1257,7±109,2 
Formato 13,3±8,4 31,0±13,4 12,5±1,8 27,9±17,1 
Fumarato 2,0±0,3 1,3±0,2 1,6±0,3 1,4±0,9 
Glicose 1502,8±171,0 708,7±407,2 a 1305,1±531,3 679,0±479,3 a 
Glutamato 68,7±14,8 73,0±15,8 71,1±18,0 83,4±34,6 
Glutamina 258,3±18,1 110,5±33,0 a 224,7±65,1 105,7±45,5 a,c 
Glicerol 348,2±61,1 266,4±151,7 287,7±53,5 193,9±119,3 
Glicine 80,2±7,5 120,2±37,2 67,0±17,9 117,6±31,6 
Histidina 23,7±2,6 24,2±5,5 17,8±4,2 24,7±7,1 
Isoleucina 31,7±3,0 24,9±4,9 21,9±6,3 25,6±10,7 
Lactato 4201,1±305,4 5007,8±599,1 4133,7±1165,8 4242,8±684,4 
Leucina 52,4±5,5 43,5±5,5 77,1±13,6 a 59,7±20,0 
Lisina 236,6±49,3 178,4±55,7 204,9±61,9 145,7±59,3 
Metionina 25,8±5,2 22,3±3,7 22,2±6,0 19,3±4,9 
Dimetilglicine 2,3±0,6 5,8±2,4 1,9±0,6 14,6±11,9 
O-Acetilcarnitina 4,7±1,1 12,0±2,8 3,7±1,1 14,9±6,7 a,c 
Ornitina 9,2±0,8 13,7±5,3 8,3±3,2 22,9±16,2 
Pantotenato 1,8±0,2 3,0±1,0 1,9±0,4 4,2±2,9 
Fenilalanina 21,0±2,9 34,3±5,9 18,8±5,3 32,5±12,0 
Prolina 113,5±33,3 155,7±60,6 96,7±35,7 123,3±50,4 
Piruvato 68,9±17,5 76,3±31,9 63,1±25,2 71,6±20,0 
Sarcosina 0,7±0,1 2,9±0,4 a 0,8±0,5 2,6±1,2 a,c 
Serina 97,3±3,8 46,6±16,0 a 77,8±30,4 43,4±17,6 a,c 
Sucinato 37,8±5,5 36,7±14,3 42,4±23,1 52,2±44,5 
Taurina 249,0±32,7 227,2±44,6 205,5±71,3 261,8±142,7 
Treonina 178,3±40,8 77,4±29,3 a 166,6±77,2 65,3±27,3 a,c 
Triptofano 1,5±0,3 10,9±2,8 a 1,6±0,7 6,0±2,7 a,b,c 
Tirosina 31,1±6,0 47,2±9,4 22,3±6,1 38,6±18,6 
Uracila 4,1±1,1 10,0±3,8 4,5±0,9 9,1±4,2 
Uréia 522,7±92,1 1022±400,3 492,2±136,5 2701±1817 a,b,c 
Valina 75,1±6,8 51,5±10,4 50,9±13,6 52,8±19,5 
Mio-Inositol 22,7±1,7 98,0±11,0 21,6±6,4 153,6±88,3 a,c 
sn-Glicerol- 
3-fosfocolina 
3,3±0,8 5,7±1,4 3,4±0,6 6,2±4,3 
3-Metilhistidina 0,0±0,0 12,3±4,4 a 0,0±0,0 17,9±10,3 a,c 
Resultados expressos como média ± desvio padrão da media (DM). a P < 0,05 para comparação com 
o grupo C; b P<0.05 para comparação com o grupo W e c P<0.05 para comparação com o grupo L. 
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 6.2.1 A leucina foi o único metabólito alterado no soro de animais saudáveis que 
receberam dieta rica em leucina 
 Para avaliar a modulação da dieta leucina, analisamos o perfil metabolômico dos 
grupos controles C e L. A leucina foi o único metabólito que apresentou elevação em sua 
concentração, conforme o esperado para o grupo L (Tabela 3).  
6.2.2 O crescimento tumoral provocou desarranjo no perfil metabolômico sérico 
 Para avaliar as alterações provocadas pelo crescimento tumoral e consequente 
estado caquético, comparamos o perfil metabolômico dos grupos C e W. Foram 
encontradas alterações nos níveis de 12 metabólitos (Tabela 3, Figura 6). Os metabólitos 2-
oxoisocaproato, 3-metil-2-oxovalerato, acetona, alantoína, sarcosina, triptofano e 3-
metilhistidina apresentaram suas concentrações aumentadas no grupo W. Enquanto que as 
concentrações dos metabólitos arginina, glicose, glutamina, treonina e serina diminuíram 
no grupo W em comparação com o grupo C (Figura 6). Com essas alterações, encontramos 
que as vias metabólicas mais impactadas com o crescimento do tumor e estado caquético 
foram: vias de biossíntese de proteínas (P=0,002); metabolismo de glicina, serina e treonina 
(P=0,005); reciclagem de amônia (P=0,026) e ciclo da uréia (P=0,031) (Figura 7). 
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Figura 6. Concentração (µM) sérica dos metabólitos que sofreram alteração significante na 
comparação do grupo W em relação ao controle (C). Resultados expressos como média ± desvio 
padrão da média (DM). * P<0,05 em comparação com o grupo C. 
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Figura 7. A análise das vias metabólicas impactadas através do MSEA (metabolite set enrichement 
analysis) feita com a lista dos metabólitos que sofreram alterações significativas na comparação do 
grupo W com o respectivo controle C. Valores de P inferiores a 0,05 (P<0,05) foram considerados 
significantes. A análise e a imagem do MSEA foram realizadas e geradas pela plataforma 
Metaboanalyst (www.metaboanalyst.ca) [64]. 
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6.2.3 A dieta rica em leucina modulou as alterações provocadas pelo crescimento 
do tumor no perfil metabolômico sérico 
Os animais do grupo LW apresentaram alteração nas concentrações de 23 
metabólitos em comparação com o seu grupo controle (L) (Tabela 3, Figura 8). Dentre 
esses 23 metabólitos, a concentração de 16 desses metabólitos aumentou no grupo LW em 
relação ao L: 2-hidroxibutirato, 2-hidroxisovalerato, 2-oxoisocaproato, 3-hidroxibutirato, 3-
hidroxisobutirato, acetoacetato, acetona, alantoína, betaína, citrato, creatina, dimetilamina, 
triptofano, o-acetilcarnitina, sarcosina, ureia, 3-metilhistidina e mio-inositol. No grupo LW, 
apenas três metabólitos apresentaram redução nas suas concentrações: treonina, glutamina e 
serina. As vias metabólicas mais afetadas com o crescimento do tumor de Walker sob a 
modulação da dieta rica em leucina foram: metabolismo de glicina, serina e treonina 
(P=0,00004); degradação de BCAA (P=0,01) e metabolismo de corpos cetônicos (P=0,02) 
(Figura 9).  
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Figura 8. Concentração (µM) sérica dos metabólitos que sofreram alteração significativa na 
comparação do grupo LW com o seu respectivo controle L. Resultados expressos como média ± 
desvio padrão da média (DM). * P<0,05 em comparação com o grupo L. 
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Figura 9. A análise das vias metabólicas impactadas através do MSEA (metabolite set enrichement 
analysis) feita com a lista dos metabólitos que sofreram alterações significativas na comparação do 
grupo LW em relação ao grupo L. Valores de P inferiores a 0,05 (P<0,05) foram considerados 
significantes. A análise e a imagem do MSEA foram realizadas e geradas pela plataforma 
Metaboanalyst (www.metaboanalyst.ca) [64]. 
 
6.2.3 A dieta rica em leucina modulou as vias impactas nos animais portadores de 
tumor, levando ao aumento na via de síntese e degradação de corpos cetônicos no LW 
Para avaliar o efeito da dieta nos animais portadores de tumor, comparamos os 
grupos W e LW e verificamos que as concentrações dos metabólitos 3-hidroxibutirato, 4-
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hidroxifenillactato, acetoacetato e ureia aumentaram no grupo LW, em contrapartida, os 
níveis de triptofano foram reduzidos nesse grupo (Figura 10). Nenhuma das vias 
metabólicas impactadas pelo efeito do tumor, em relação aos grupos controles, foram 
alteradas agora na comparação entre os grupos com tumor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Concentração (µM) sérica dos metabólitos que sofreram alteração significativa na 
comparação dos grupos W e LW. Resultados expressos como média ± desvio padrão da média 
(DM). * P<0,05 em comparação com o grupo C. 
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6.2 Avaliação do perfil metabolômico do tecido tumoral 
 Nossas análises metabolômicas por meio da técnica de RMN permitiram a 
identificação e quantificação de 69 metabólitos polares (presentes na fase do metanol) no 
tecido tumoral (Tabela 4). Na fase do clorofórmio, avaliamos os metabólitos apolares 
(lipídeos) e identificamos 8 grupos de lipídeos (Figura 11). 
Tabela 4. Concentração dos metabólitos no tecido tumoral (µM) 
Metabólitos	 W 
(Média±DP) 
LW 
(Média±DP) 
2-Aminobutirato 16,9±7,3 13,0±5,7 
2-Hidroxibutirato 12,3±4,1 10,4±5,1 
2-Hidroxisovalerato 6,6±2,6 5,4±3,1 
3-Hidroxibutirato 52,9±47,0 49,7±37,3 
3-Hidroxisobutirato 6,1±1,7 7,5±2,8 
4-Hidroxifenilactato 1,6±0,5 2,0±1,0 
ADP 16,3±4,3 17,8±8,7 
AMP 65,6±39,9 77,3±29,4 
Acetato 62,5±12,9 57,3±22,3 
Acetona 1,5±1,0 1,6±0,6 
Alanina 889,6±477,7 813,7±377,2 
Anserina 47,2±29,1 28,2±18,0 
Ascorbato 91,3±42,9 87,8±40,5 
Asparagina 78,9±35,8 66,1±22,9 
Aspartato 106,8±54,5 84,4±40,2 
Betaína 56,6±33,8 50,2±29,8 
Carnitina 24,8±14,1 22,8±8,1 
Colina 22,7±6,2 20,5±10,8 
Creatina 118,7±53,2 147,6±82,4 
Citidina 13,0±5,3 11,8±5,7 
Dimetilamina 2,2±1,0 1,7±1,4 
Etanol 3,3±1,5 5,3±2,7 
Formato 13,4±4,6 10,4±5,4 
Fumarato 7,2±1,8 7,4±2,5 
Glicose 26,3±11,5 31,1±11,8 
Glutamato 541,2±210,0 536,0±208,1 
Glutamina 67,8±49,3 54,5±31,7 
Glutationa 17,8±8,4 19,6±11,3 
Glicerol 46,8±10,6 35,0±7,0* 
Glicina 534,3±302,2 466,5±170,9 
Guanosina 2,3±1,0 2,0±0,8 
Histidina 39,0±15,1 36,2±13,5 
Resultados expressos como média ± desvio padrão da media (DM). *P < 0,05 
na comparação com o grupo W. 
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Tabela 4 (continuação). Concentração dos metabólitos no tecido tumoral (µM) 
Metabólitos W 
(Média±DP) 
LW 
(Média±DP) 
Hipoxantina 31,6±9,0 23,7±8,5 
Inosina 61,3±26,2 55,4±23,8 
Isoleucina 42,7±16,7 35,0±11,9 
Lactato 3.193,4±1.295,5 3.390,1±1.713,1 
Leucina 86,8±30,2 102,9±56,4 
Lisina 168,6±58,1 164,0±76,5 
Malato 81,2±24,6 71,5±31,6 
Metionina 35,1±16,4 24,5±9,6 
N, N-Dimetilglicina 1,6±0,6 2,1±0,8 
Niacinamida 19,8±6,2 16,8±5,5 
O-Acetilcarnitina 8,8±1,8 8,9±4,7 
O-Fosfocolina 206,0±86,2 219,2±77,5 
O-Fosfoetanolamina 516,4±206,1 447,2±194,8 
Ornitina 9,5±3,5 10,7±3,0 
Oxipurinol 669,6±457,5 688,7±433,6 
Pantotenato 9,4±2,4 9,0±4,1 
Fenilalanina 52,1±24,6 40,9±13,9 
Prolina 264,1±101,0 254,6±106,7 
Propionato 3,7±1,4 4,2±1,7 
Sarcosina 4,5±2,5 4,0±2,4 
Serina 129,6±50,2 121,6±56,6 
Succinato 78,5±42,3 84,9±43,3 
Taurina 750,7±165,6 832,3±297,0 
Threonina 146,8±60,3 190,9±125,8 
Triptofano 18,6±7,0 14,8±5,1 
Tyrosina 69,5±35,5 50,4±18,3 
UDP-N-
Acetilglucosamina 
17,4±7,9 15,1±6,1 
UDP-galactose 6,5±2,2 6,7±1,9 
UDP-glicose 11,4±2,7 15,2±5,2 
Uracil 25,5±5,9 20,5±6,5 
Uridina 14,1±5,0 12,9±5,3 
Valinea 88,7±33,4 75,9±26,5 
mio-Inositol 81,4±31,4 79,1±40,5 
sn-Glicero-3-fosfocolina 64,8±33,8 80,4±45,3 
β-Alanina 16,6±6,3 19,5±5,3 
3-Metilhistidina 16,6±10,5 20,1±16,6 
τ-Metilhistidina 3,9±1,2 5,4±3,5 
Resultados expressos como média ± desvio padrão da media (DM). *P < 0,05 
na comparação com o grupo W. 
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Para avaliar os efeitos da suplementação com leucina no metabolismo do tumor, 
comparamos o perfil dos metabólitos presentes no tecido tumoral dos grupos W e LW e 
dentre os 69 metabólitos polares, somente o glicerol apresentou variação na sua 
concentração, reduzindo no grupo LW (Tabela 4). 
A lipidômica do tecido tumoral permitiu a identificação e quantificação relativa de 
oito padrões lipídicos, dentre eles o colesterol total, colesterol livre, colesterol esterificado, 
ácido graxo, esfingomielina, fosfatidilcolina, fosfolipídeo e triacilglicerol (Figura 11 e 
Tabela 5). Esses resultados mostraram importantes diferenças na concentração do conteúdo 
lipídico entre os dois grupos W e LW. O grupo LW apresentou maiores concentrações de 
todos os padrões lipídicos identificados, com aumento significativo nas concentrações de 
colesterol e ácidos graxos em comparação com o grupo W (Figura 11).  
 
Figura 11. Espetro de 1H NMR (600MHz) dos extratos lipídicos obtidos dos tecidos tumorais do 
grupos W e LW. A imagem representa a sobreposição dos espectros dos grupos W e LW. As linhas 
vermelhas representam os espectros do grupo LW e as linhas azuis representam os espectros do 
grupo W. A identificação dos picos está na tabela 5.  
 
 
 
 
 
 
TSP 
1 
2 
3 
4 5 
6 
7 8 
9 10 11 12 
13 
14 
15 16 
17 18 19 
20 
21 
22 
23 
46	
	
Tabela 5. Padrões de lipídeos encontrados no tecido tumoral.  
Número Identificação W LW P 
- TSP 1,03±0,0 1,03±0,0 0,70 
1 Colesterol total 0,22±0,1 0,34±0,1 0,09 
2,3,4 Colesterol total, ácido graxo e colesterol livre 3,40±0,9 8,94±4,1
* 0,04 
5,6 Colesterol livre, colesterol esterificado 0,33±0,1 0,55±0,2* 0,03 
7,8 Ácido graxo 15,76±4,7 48,26±28,4 0,06 
9 Ácido graxo 1,99±0,6 5,73±3,2 0,06 
10,11 Ácido graxo 2,47±0,7 7,56±4,8 0,07 
12 Ácido graxo 2,77±1,2 6,75±3,1* 0,04 
13,14 SM, PC 1,09±0,4 1,76±0,6 0,07 
15 Solvente NM NM - 
16 PC ou SM 0,10±0,0 0,16±0,1 0,09 
17 PL 0,35±0,1 1,28±0,9 0,09 
18,19 PL e TG, PC ou SM 0,38±0,1 1,64±1,2 0,08 
20 TG 0,34±0,1 0,44±0,1 0,25 
21 PL NM NM - 
22 PL e TG 0,28±0,1 0,84±0,5 0,07 
23 Ácido graxo 2,26±0,6 6,44±3,5 0,05 
Resultados expressos como média ± desvio padrão da media (DM). Numeração 
corresponde à identificação dos picos do espectro apresentado na figura 11. *P < 0,05 
para comparação com o grupo W. Legenda: TSP: controle interno/referência; PC: 
fosfatidilcolina; SM: esfingomielina; PL: fosfolipídeo; TG: triacilglicerol. 
 
6.3 Correlação entre os níveis de metabólitos comuns no soro e no tumor 
 Para analisar a relação entre os níveis séricos e no tecido tumoral dos metabólitos, 
fizemos regressão linear com a lista de metabólitos que foram identificados tanto no soro 
quanto no tumor (47 metabólitos). Nos dois grupos (W e LW), encontramos níveis de 
lactato, etanol e glicose maiores no soro em comparação com o tecido tumoral e níveis de 
taurina, alanina, glicina e glutamato maiores no tecido tumoral em comparação com o soro. 
A única diferença entre os grupos W e LW foi que além dos níveis de lactato, etanol e 
glicose, o nível do 3-hidroxibutirato também estava elevada no soro do LW em comparação 
com o grupo W (Figura 12).  
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Figura 12. Correlação ente as concentrações dos metabólitos no tecido tumoral e no soro nos dois 
grupos portadores de tumor W e LW. Regressão linear, com indicação dos pontos que mais se 
distanciaram da curva. No gráfico do grupo W o slope da curva foi igual a 0,531±0,04 e o slope da 
curva do grupo LW foi igual a 0,714±0,05. 
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7- DISCUSSÃO 
O câncer caquexia acomete aproximadamente 50% dos pacientes com câncer e é 
responsável por cerca de 30% das mortes relacionadas com essa doença, tornando o estado 
de caquexia um grande problema de saúde pública [33]. O motivo da caquexia ser 
responsável por essa alta mortalidade é provavelmente devido ao fato desses pacientes 
apresentarem baixas respostas aos tratamentos anticâncer, como a quimioterapia [67]. 
Nesse sentido, estudos pré-clínicos com aplicação de técnicas analíticas de alta 
reprodutibilidade (por exemplo: metabolômica) em modelos experimentais de câncer 
caquexia são necessários para o melhor entendimento da fisiopatologia da doença e para o 
desenvolvimento de estratégias terapêuticas para reverter o quadro caquético. Dentre essas 
estratégias, a suplementação com leucina, com o intuito de aumentar a qualidade de vida e 
diminuir a mortalidade desses pacientes, através da manutenção da massa muscular 
esquelética, tem mostrado resultados bastante promissores. Até o presente momento, 
nenhum estudo demonstrou o efeito da suplementação de leucina sobre o perfil dos 
metabólitos no soro de ratos portadores de câncer caquexia. Assim, investigamos alterações 
metabólicas, através da identificação dos metabólitos presentes no soro e tecido tumoral de 
ratas portadoras de câncer caquexia, de forma pontual e específica, principalmente, sob a 
influência da suplementação nutricional com leucina.  
Dessa forma, o principal achado deste estudo demonstrou que a suplementação com 
leucina aumentou o metabolismo de lipídeos nos animais portadores do tumor de Walker. 
Assim, o aumento do metabolismo de lipídeos no grupo LW, possivelmente, pode ter 
estimulado a utilização de corpos cetônicos como fonte energética pelos tecidos do 
hospedeiro.  
Levando em consideração a incapacidade das células tumorais em metabolizar 
corpos cetônicos para obtenção de energia, essa modulação no aumento do metabolismo de 
corpos cetônicos decorrente da suplementação com leucina não beneficiou o crescimento 
tumoral, pois nenhuma diferença foi encontrada quanto ao peso do tumor entre os grupos 
W e LW, apesar do aumento na expressão das proteínas sinalizadoras de síntese proteica 
(mTOR) e de proliferação celular (Ki-67) no tecido tumoral, verificados no grupo LW. 
Portanto, os efeitos benéficos da suplementação nutricional com leucina na manutenção da 
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musculatura esquelética, amplamente demonstrados por estudos prévios do nosso grupo de 
pesquisa [38, 43, 47, 52, 53, 66, 68], permitem concluir que esses resultados são 
promissores, uma vez que nas condições experimentais do presente estudo, o fator dieta não 
alterou crescimento tumoral. 
A técnica de RMN fornece amplo espectro de metabólitos, assim, com a utilização 
dessa técnica no presente estudo, foi possível analisar as alterações provocadas pelo 
crescimento tumoral sob a influência ou não da dieta rica em leucina, onde observamos que 
houve alterações no metabolismo de proteínas e carboidratos nos animais portadores de 
tumor. No grupo W, observamos alterações principalmente em relação ao metabolismo de 
proteínas com impacto significante nas vias de biossíntese de proteínas; metabolismo de 
glicina, serina e treonina; reciclagem de amônia e ciclo da uréia. A alteração no 
metabolismo de proteínas encontrada foi, provavelmente, decorrente dos efeitos dos fatores 
liberados pelo tumor que induzem a condição caracterizada por aumento de degradação 
proteica, beneficiando o tecido tumoral, quanto ao fornecimento energético, na forma de 
aminoácidos e glicose. Os aminoácidos são excelentes fontes de energia, pois podem ser 
utilizados na gliconeogênese hepática – ciclo de Cori – e na síntese proteica do próprio 
tecido tumoral [36]. Esses resultados reafirmam o fato de que o crescimento do tumor de 
Walker 256 induz degradação proteica muscular, aumentando o suprimento energético para 
o seu rápido crescimento. 
Além do aumento no metabolismo proteico, também observamos redução 
significativa nos níveis séricos de glicose, consequentemente à alteração do metabolismo de 
carboidrato,  verificada no grupo W. Esse resultado já era esperado, uma vez que a maioria 
da células neoplásicas apresentam altas taxas de glicólise, sendo a glicose sua principal 
fonte energética. Nas células normais, a glicólise é normalmente seguida pela fosforilação 
oxidativa para otimização da síntese de ATP, a partir da glicose [69]. Diferentemente, a 
maioria das células neoplásicas apresentam transformações metabólicas no processo de 
glicólise, que é conduzida para a fermentação láctica, mesmo na presença de oxigênio [70, 
71]. Acredita-se que essa troca de metabolismo glicolítico esteja ligada à defeitos nas 
mitocôndrias dessas células neoplásicas. Esses defeitos, por sua vez, prejudicam a produção 
de ATP via fosforilação oxidativa, criando então alta dependência glicolítica nessas células 
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[72-75]. Esse fenômeno apresentado pelas células tumorais foi descrito por Otto Warburg e 
é conhecido como Warburg effect ou processo da glicólise até piruvato, independente da 
presença ou não de oxigênio [73, 76, 77]. Inicialmente, acreditava-se que essa troca da via 
glicolítica oxidativa para a fermentativa fosse desvantajosa para essas células neoplásicas, 
uma vez que a fosforilação oxidativa proporciona rendimento de ATP muito superior (36 
mol ATP/mol glicose) à glicólise nas células neoplásicas (4 mol ATP/mol glicose) [78]. 
Apesar do rendimento de ATP ser menor nas células neoplásicas, essas são beneficiadas, já 
que esse processo de conversão da glicose em piruvato apresenta papel essencial no rápido 
crescimento celular, pois permite rápida produção de ATP, e, além disso, alguns compostos 
intermediários da glicólise até o piruvato (como glicose-6-fosfato, frutose-6-fostafo e 
gliceraldeido-3-fosfato) fornecem esqueletos carbônicos que podem ser utilizados 
diretamente na síntese de biomassa, através do direcionamento do fluxo de carbono para a 
via da pentose fosfato, permitindo rápida expansão da biomassa celular [70]. Além disso, a 
conversão do piruvato à lactato, através desse processo de glicólise, leva à acidose no 
microambiente tumoral, o que facilita a invasão e capacidade metastática dessas células 
[73, 74, 79-81]. De maneira geral, os resultados de aumento de metabolismo proteico e de 
diminuição de glicose sérica corroboram com os estudos da literatura que, também, 
encontraram que os fatores liberados pelo tumor em crescimento provocam degradação 
proteica muscular, aumentando o metabolismo de aminoácidos e também altas taxas de 
glicólise no tecido tumoral [9, 36, 65, 69, 72, 73, 78, 82]. 
Com o intuito de avaliar os efeitos da dieta rica em leucina nas alterações 
provocadas pela evolução do câncer caquexia, a comparação dos perfis metabolômicos dos 
grupos L e LW mostrou que houve modulação significativa da leucina sob as alterações 
apresentadas no grupo W, demonstrando que as principais vias nesses dois grupos (L  vs 
LW) foram metabolismo de glicina, serina e treonina; degradação de BCAA e metabolismo 
de corpos cetônicos. A novidade encontrada no presente estudo foi em relação à modulação 
da leucina que direcionou o metabolismo para a síntese e degradação de corpos cetônicos, 
durante a evolução do tumor de Walker 256. Essa alteração pôde ser confirmada pelo 
aumento da concentração dos corpos cetônicos (2-hidroxibutirato, acetoacetato e acetona) 
no soro do grupo LW em comparação com o grupo L. Além disso, essa elevação sérica foi 
condizente aos resultados obtidos no perfil lipidômico (fase do clorofórmio) do tecido 
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tumoral do grupo LW, que apresentou aumento significante no conteúdo de colesterol e 
ácidos graxos. No hospedeiro, a acetil-CoA produzida pela oxidação dos ácidos graxos nas 
mitocôndrias do fígado pode ser utilizada no ciclo do ácido cítrico para produção de 
energia, mas também essa acetil-CoA pode ser desviada para o processo de cetogênese. 
Assim, esse fato explicaria o aumento nas concentrações dos corpos cetônicos nos animais 
portadores de tumor que receberam dieta rica em leucina. 
Esses resultados de direcionamento para o metabolismo de corpos cetônicos 
provocado pela dieta leucina também podem ter sido, em parte, em decorrência da leucina 
ser um aminoácido cetogênico, ou seja, quando oxidada fornece esqueleto de carbono para 
síntese de corpos cetônicos, como 2-hidroxibutirato, acetoacetato e acetona; como 
observado, todos aumentados no soro do LW. Possivelmente, a dieta rica em leucina 
estimulou o fornecimento de corpos cetônicos como fonte de energia para todos os tecidos 
corpóreos. Os corpos cetônicos são considerados combustíveis metabólicos para vários 
tecidos periféricos como coração, músculo esquelético e cérebro. Em estados fisiológicos 
como jejum prolongado ou em situações patológicas, os corpos cetônicos podem substituir 
a glicose [83]. Apesar de serem considerados combustíveis energéticos para a maioria dos 
tecidos periféricos, as células tumorais, geralmente, apresentam capacidade reduzida em 
utilizar os corpos cetônicos como fonte energética [81]. 
A incapacidade da maioria das células neoplásicas em metabolizar os corpos 
cetônicos para obtenção de energia está relacionada com alterações mitocondriais que 
incluem inúmeros fatores, dentre eles a diminuição da quantidade de mitocôndrias, 
alterações estruturais que prejudicam a fosforilação oxidativa e redução na expressão de 
enzimas responsáveis pela oxidação de corpos cetônicos, como a menor atividade da 
enzima 3-cetoacil-CoA transferase, que converte acetoacetato em acetoacil-CoA, que 
posteriormente gera acetil-CoA, que pode então, entrar no ciclo do ácido cítrico e gerar 
energia [83-85]. Ou seja, a modulação provocada pela leucina em aumentar o metabolismo 
lipídico, utilizando corpos cetônicos como fonte energética, não foi uma estratégia eficiente 
para o tecido tumoral, explicando assim o fato de termos encontrado pesos tumorais 
semelhantes entre os grupos W e LW , mesmo concomitante com o aumento da expressão 
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de proteínas sinalizadoras (mTOR) e de proliferação (Ki-67) no tecido tumoral do grupo 
LW . 
Além de fornecer dados para o melhor entendimento das alterações metabólicas 
decorrentes da evolução do câncer caquexia, a metabolômica permite a identificação e 
descoberta de biomarcadores que possam caracterizar a presença de patologia, permitindo 
assim, a detecção prévia e melhor prognóstico da doença. Nesse sentido, Shen e 
colaboradores (2011) utilizaram a técnica da espectrometria de massas para avaliar as 
alterações metabolômicas encontradas na urina de ratos portadores de tumor de Walker 256 
e propuseram potenciais biomarcadores na evolução do câncer caquexia  para esse modelo 
experimental [23]. No estudo de Shen e colaboradores (2011), a concentração dos 
metabólitos presentes na urina, como carnitina, creatina, 3-deidro-carnitina, acilcarnitina, 
butirobetaína, acido urânico e deoxicitidina, foi diferente em ratos portadores de tumor em 
relação aos animais saudáveis [23]. No presente trabalho, dentre esses metabólitos 
encontrados no estudo de Shen e colaboradores, somente a creatina e a carnitina foram 
identificados no soro, apresentando tendência de aumento nos dois grupos portadores de 
tumor (W e LW) . Porém, nossos resultados identificaram a presença de metabólitos que 
podem indicar e até mesmo quantificar a gravidade do estado catabólico, proporcionado 
pelo crescimento do câncer. A presença de três metabólitos, como 3-metil-2-oxovalerato, 4-
hidroxifenillactato e 3-metilhistidina, podem ser elencados como tal, pois foram exclusivos 
aos grupos portadores de tumor.  
Dentre esses metabólitos, a 3-metilhistidina (3-MH) merece destaque, pois as suas 
altas concentrações nos grupos W e LW podem comprovar que de fato os animais desses 
grupos estavam caquéticos. O metabólito 3-MH é formado pela metilação pós traducional 
de resíduos específicos de histidina nas proteínas miofibrilares – actina e miosina – sendo 
liberado quando essas proteínas estão em processo de degradação. Uma vez formado, o 
metabólito 3-MH não pode ser reutilizado na síntese proteica, sendo assim, ele é liberado 
na corrente sanguínea e posteriormente excretado pela urina. Por esse motivo, o aumento na 
concentração desse metabólito fornece informação sobre a taxa proteólise miofibrilar e, 
assim, o 3-MH é considerado um biomarcador de degradação proteica das proteínas 
contráteis musculares [86]. Alguns estudos mostraram a relação do aumento na 
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concentração da 3-metilhistidina com progressão tumoral, especialmente do câncer 
caquexia [87]. Os outros dois metabólitos, 3-metil-2-oxovalerato e o 4-hidroxifenilactato, 
identificados apenas nos grupos tumor, ainda não apresentaram indícios na literatura quanto 
as suas relações com evolução de tumor. O metabólito 3-metil-2-oxovalerato está envolvido 
com o processo de degradação dos aminoácidos de cadeia ramificada e o 4-
hidroxifenilactato é um metabólito da tirosina e pode ser utilizado para diminuir as espécies 
reativas de oxigênio, produzidas pelas mitocôndrias e neutrófilos. Esses resultados são 
inéditos na literatura, pois até o presente momento nenhum estudo relacionou esses 
metabólitos com o crescimento do tumoral, e nesse caso com o carcinossarcoma de Walker 
256, sugerindo que esses metabólitos podem ser considerados potentes candidatos a 
biomarcadores séricos na evolução desse tumor.  
Além da avaliação das alterações séricas, o presente estudo também investigou as 
alterações provocadas pelo efeito da dieta rica em leucina no metabolismo do tecido 
tumoral, mostrando que os perfis metabolômico (metabólitos polares) e o lipidômico 
(metabólitos apolares) do tecido neoplásico foram diferentes entre os dois grupos W e LW. 
O único metabólito polar elevado em sua concentração foi o glicerol no grupo LW, sendo 
esse resultado condizente com os dados do perfil lipidômico, e também sugerindo 
direcionamento para o metabolismo de gordura nas células neoplásicas desse grupo. De 
fato, o metabolismo de gordura, particularmente a via de síntese e degradação de corpos 
cetônicos foi encontrada alterada no soro do grupo LW. Conforme discutido anteriormente, 
os corpos cetônicos podem fornecer energia para a maioria dos tecidos do hospedeiro, mas 
essa fonte energética não é benéfica para o tecido tumoral. Nesse sentido, muitas evidências 
sugerem que a dieta cetogênica, composta por baixa concentração de glicose e altas 
concentrações de corpos cetônicos, pode ser uma estratégia nutricional muito eficiente para 
diminuir crescimento das células neoplásicas e formação de metástases [78, 88-90]. Poff e 
colaboradores (2014) [88] avaliaram os efeitos da dieta cetogênica in vivo e in vitro no 
modelo de câncer altamente metastático (VM-M3) e observaram efeito anti-proliferativo e 
aumento na sobrevida dos animais que receberam dieta cetogênica, com diminuição da 
viabilidade dessas células, quando tratadas com corpos cetônicos in vitro. Portanto, os 
resultados obtidos no presente estudo, referente aos extratos lipídicos do tecido tumoral, 
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confirmaram o fato da modulação da dieta rica em leucina estimular o metabolismo 
lipídico. 
 Analisando a relação entre os níveis séricos e tumorais dos metabólitos, 
encontramos altas concentrações de lactato e etanol no soro em relação ao tecido tumoral, 
sugerindo novamente o redirecionamento do metabolismo para as altas taxas de glicólise 
através do efeito Warburg, com alta produção e liberação de lactato pelas células 
neoplásicas [70]. Além do etanol e lactato, a glicose estava mais elevada no soro em 
comparação com o tecido tumoral, demonstrando as altas taxa de glicólise no tecido 
tumoral e aumento do processo de gliconeogênese a partir de substratos, como aminoácidos 
e lactato (verificados no soro), os quais possivelmente foram fornecidos a partir da 
degradação proteica muscular, induzida pelos fatores catabólicos produzidos pelo tumor 
[36]. Esses dados são condizentes com os estudos que avaliaram o metabolismo nas células 
neoplásicas, que apresentam altas taxas de glicólise – efeito Warburg, com produção de 
lactato mesmo na presença de oxigênio, para fornecimento rápido de energia para o seu 
crescimento e, possivelmente, estabelecimento de ambiente intracelular, propicio para o seu 
poder metastático [69, 71, 73, 91]. 
O crescimento e a proliferação celular necessitam de substratos energéticos para 
formar novos componentes celulares, incluindo proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos. O 
metabolismo dos aminoácidos serina, glicina e treonina e consequentemente os esqueletos 
carbônicos fornecidos por eles satisfazem essas necessidades [92]. Nesse sentido, 
encontramos maiores concentrações de glicina no tumor em relação ao soro, demonstrando 
alto metabolismo desse aminoácido para fornecimento de energia para crescimento e 
proliferação celular. Em paralelo, as concentrações de alanina também estavam elevadas no 
tecido tumoral, em relação ao soro, fato esse condizente com estudo realizado com biópsias 
de tecido de câncer de próstata, que revelou alta concentração de alanina[93]. Esse estudo 
atribuiu esse aumento ao fato da grande necessidade da alanina para o processo de síntese 
proteica e também estar relacionada com o alto fluxo de glicólise [93]. A taurina é um 
metabólito com propriedades antioxidantes [94], sendo assim, altas concentrações desse 
metabólito nas células tumorais são benéficas, pois essas apresentam altas taxas de 
crescimento. O glutamato, indispensável no processo de degradação dos aminoácidos; 
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também apresentou maiores concentrações no tumor em relação ao soro, indicando maior 
metabolismo desse aminoácidos no tecido tumoral. Esses dados corroboram com os 
resultado encontrados das vias metabólicas impactadas com o crescimento tumoral, que 
tanto no W quanto no LW envolveram metabolismo de glicina, serina e treonina, 
mostrando que a evolução do tumor de Walker 256 induziu degradação proteica e alteração 
no metabolismo de aminoácidos. 
Assim, o presente trabalho mostrou que, nos ratos portadores de tumor submetidos à 
dieta rica em leucina, houve aumento na síntese e degradação de corpos cetônicos, 
sugerindo possível mobilização e direcionamento de corpos cetônicos para os tecidos do 
hospedeiro e também para o tumor. Isso significa que a suplementação com leucina 
provocou modulação metabólica que favoreceu a mobilização e utilização de fontes 
energéticas que são facilmente utilizadas pela maioria dos tecidos do hospedeiro, mas não 
pelo tecido tumoral. Apesar desses dados serem promissores pelo fato da leucina ser eficaz 
em manter a massa muscular esquelética e não ter alterado o crescimento tumoral, alguns 
fatores devem ser considerados como tipo de câncer e estágio do paciente. Além disso, o 
presente estudo demonstrou nova ferramenta para investigar as alterações metabólicas 
durante o crescimento tumoral, principalmente nesse modelo experimental de câncer 
caquexia. 
8- CONCLUSÃO 
Concluímos que a dieta rica em leucina pode aumentar metabolismo de lipídeos e 
estimular a utilização de corpos cetônicos como fonte energética, provavelmente 
beneficiando o hospedeiro. Porém, devido ao fato das células tumorais apresentarem menor 
habilidade em metabolizar corpos cetônicos para obtenção de energia, essa modulação no 
aumento no metabolismo de corpos cetônicos, decorrente da suplementação com leucina, 
não alterou o crescimento tumoral. 
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tendo desenvolvido o projeto intitulado “In vitro effects of Eicosapentanoic Acid 
and Oxypurinol treatment on muscle cells (C2C12) and MAC 16 tumour cell”. 
56	
	
 
• Artigo publicado: “Leucine-Rich Diet Improves the Serum Amino Acid Profile and 
Body Composition of Fetuses from Tumor-Bearing Pregnant Mice” no periódico 
Biology of Reproduction (fator de impacto: 3.451). Autores: Laís Rosa Viana e 
Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes (2013). 
  
• Artigo publicado: “A Leucine-Rich Diet Modulates the Tumor-Induced Down-
Regulation of the MAPK/ERK and PI3K/Akt/mTOR Signaling Pathways and 
Maintains the Expression of the Ubiquitin-Proteasome Pathway in the Placental 
Tissue of NMRI Mice” no periódico Biology of Reproduction (fator de impacto: 
3.451). Autores: Laís Rosa Viana e Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes 
(2015). 
 
• Artigo submetido: “Metabolomic derangements in cancer cachexia are modulated 
by leucine-rich diet in Walker 256 tumour-bearing rats” no periódico Journal of 
Cachexia, Sarcopenia and Muscle (fator de impacto:7,431). Autores: Laís Rosa 
Viana, Rafael Canevarolo, Anna Caroline Perina Luiz, Raquel Frias Sorares, 
Camila Lubaczeuski, Ana Carolina de Mattos Zeri and Maria Cristina Cintra 
Gomes-Marcondes (2015). 
 
• Artigo publicado: “Leucine-supplemented diet minimeses tumor-induced damage in 
the placental tissue of pregnant tumour-bearing rats” no periódico BMC Cancer 
(fator de impacto: 3.36). Autores: Bread Cruz, Priscila Cristina da Silva, Rebeka 
Tomasin, Andre Gustavo Oliveira, Laís Rosa Viana, Emilianne Miguel Salomao, 
Maria Cristina Cintra Gomes-Marcondes. 
 
10- REFERÊNCIAS 
1. Ferlay, J., et al., Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods and 
major patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer, 2015. 136(5): p. E359-86. 
57	
	
2. Patel, S. and S. Ahmed, Emerging field of metabolomics: Big promise for cancer 
biomarker identification and drug discovery. J Pharm Biomed Anal, 2014. 107C: p. 
63-74. 
3. Stephens, N.A., R.J. Skipworth, and K.C. Fearon, Cachexia, survival and the acute 
phase response. Curr Opin Support Palliat Care, 2008. 2(4): p. 267-74. 
4. Tan, B.H. and K.C. Fearon, Cachexia: prevalence and impact in medicine. Curr 
Opin Clin Nutr Metab Care, 2008. 11(4): p. 400-7. 
5. Tisdale, M.J., Cancer cachexia. Curr Opin Gastroenterol, 2010. 26(2): p. 146-51. 
6. Argiles, J.M., et al., Consensus on cachexia definitions. J Am Med Dir Assoc, 2010. 
11(4): p. 229-30. 
7. Aulino, P., et al., Molecular, cellular and physiological characterization of the 
cancer cachexia-inducing C26 colon carcinoma in mouse. BMC Cancer, 2010. 10: 
p. 363. 
8. Argiles, J.M., et al., Cancer cachexia: understanding the molecular basis. Nat Rev 
Cancer, 2014. 14(11): p. 754-62. 
9. Tisdale, M.J., Mechanisms of cancer cachexia. Physiol Rev, 2009. 89(2): p. 381-
410. 
10. Tsoli M, S.M., Vanniasinghe AS, Painter A, Zechner R, Depletion of White Adipose 
Tissue in Cancer Cachexia Syndrome Is Associated with Inflammatory Signaling 
and Disrupted Circadian Regulation. PLoS One, 2014. 9(3). 
11. Johns, N., et al., Clinical classification of cancer cachexia: phenotypic correlates in 
human skeletal muscle. PLoS One, 2014. 9(1): p. e83618. 
12. Eley, H.L., S.T. Russell, and M.J. Tisdale, Effect of branched-chain amino acids on 
muscle atrophy in cancer cachexia. Biochem J, 2007. 407(1): p. 113-20. 
13. Penna, F., et al., Autophagic degradation contributes to muscle wasting in cancer 
cachexia. Am J Pathol, 2013. 182(4): p. 1367-78. 
14. Ventrucci, G., et al., Effects of a leucine-rich diet on body composition during 
nutritional recovery in rats. Nutrition, 2004. 20(2): p. 213-7. 
15. Duan, Y., et al., The role of leucine and its metabolites in protein and energy 
metabolism. Amino Acids, 2015. 
16. Garlick, P.J., The role of leucine in the regulation of protein metabolism. J Nutr, 
2005. 135(6 Suppl): p. 1553S-6S. 
17. Columbus, D.A., M.L. Fiorotto, and T.A. Davis, Leucine is a major regulator of 
muscle protein synthesis in neonates. Amino Acids, 2015. 47(2): p. 259-70. 
18. Stephens, N.A., et al., Evaluating potential biomarkers of cachexia and survival in 
skeletal muscle of upper gastrointestinal cancer patients. J Cachexia Sarcopenia 
Muscle, 2015. 6(1): p. 53-61. 
19. Gomes-Marcondes, M.C., et al., A leucine-supplemented diet improved protein 
content of skeletal muscle in young tumor-bearing rats. Braz J Med Biol Res, 2003. 
36(11): p. 1589-94. 
20. Ventrucci, G., M.A. Mello, and M.C. Gomes-Marcondes, Effect of a leucine-
supplemented diet on body composition changes in pregnant rats bearing Walker 
256 tumor. Braz J Med Biol Res, 2001. 34(3): p. 333-8. 
21. Ventrucci, G., M.A. Mello, and M.C. Gomes-Marcondes, Proteasome activity is 
altered in skeletal muscle tissue of tumour-bearing rats a leucine-rich diet. Endocr 
Relat Cancer, 2004. 11(4): p. 887-95. 
58	
	
22. Johns, N., et al., Genetic basis of interindividual susceptibility to cancer cachexia: 
selection of potential candidate gene polymorphisms for association studies. J 
Genet, 2014. 93(3): p. 893-916. 
23. Shen, G., et al., Time-course changes in potential biomarkers detected using a 
metabonomic approach in Walker 256 tumor-bearing rats. J Proteome Res, 2011. 
10(4): p. 1953-61. 
24. Der-Torossian, H., et al., Metabolic derangements in the gastrocnemius and the 
effect of Compound A therapy in a murine model of cancer cachexia. J Cachexia 
Sarcopenia Muscle, 2013. 4(2): p. 145-55. 
25. Guoqing Shen, Y.C., Jianghao Sun, Ruiping Zhang, Yi Zhang, Jiuming He, Yaping 
Tian, Yongmei Song, Xiaoguang Chen, and Zeper Abliz, Time-Course Changes in 
Potential Biomarkers Detected Using a Metabonomic Approach in Walker 256 
Tumor-Bearing Rats. J. Proteome Res., 2011. 10. 
26. Mamtimin, B., et al., Plasma amino acid profiling of cancer patients with abnormal 
savda based on high-performance liquid chromatography. J Tradit Chin Med, 2014. 
34(5): p. 560-5. 
27. Bu, Q., et al., Metabolomics: a revolution for novel cancer marker identification. 
Comb Chem High Throughput Screen, 2012. 15(3): p. 266-75. 
28. Spratlin, J.L., N.J. Serkova, and S.G. Eckhardt, Clinical applications of 
metabolomics in oncology: a review. Clin Cancer Res, 2009. 15(2): p. 431-40. 
29. Patel, S. and S. Ahmed, Emerging field of metabolomics: big promise for cancer 
biomarker identification and drug discovery. J Pharm Biomed Anal, 2015. 107: p. 
63-74. 
30. ROESSNER U, B.J., What is metabolomics all about? BioTech, 2009. 46. 
31. Sreekumar, A., et al., Metabolomic profiles delineate potential role for sarcosine in 
prostate cancer progression. Nature, 2009. 457(7231): p. 910-4. 
32. Argiles, J.M., et al., Cachexia: a problem of energetic inefficiency. J Cachexia 
Sarcopenia Muscle, 2014. 5(4): p. 279-86. 
33. Mendes, M.C., et al., Molecular and neuroendocrine mechanisms of cancer 
cachexia. J Endocrinol, 2015. 226(3): p. R29-43. 
34. Dewys, W.D., et al., Prognostic effect of weight loss prior to chemotherapy in 
cancer patients. Eastern Cooperative Oncology Group. Am J Med, 1980. 69(4): p. 
491-7. 
35. Teunissen, S.C., et al., Symptom prevalence in patients with incurable cancer: a 
systematic review. J Pain Symptom Manage, 2007. 34(1): p. 94-104. 
36. Sandri, M., Protein breakdown in cancer cachexia. Semin Cell Dev Biol, 2015. 
37. Tisdale, M.J., Catabolic mediators of cancer cachexia. Curr Opin Support Palliat 
Care, 2008. 2(4): p. 256-61. 
38. Ventrucci, G., M.A. Mello, and M.C. Gomes-Marcondes, Leucine-rich diet alters 
the eukaryotic translation initiation factors expression in skeletal muscle of tumour-
bearing rats. BMC Cancer, 2007. 7: p. 42. 
39. Nakano, M., et al., Branched-chain amino acids enhance premature senescence 
through mammalian target of rapamycin complex I-mediated upregulation of p21 
protein. PLoS One, 2013. 8(11): p. e80411. 
40. Liu, K.A., et al., Leucine supplementation differentially enhances pancreatic cancer 
growth in lean and overweight mice. Cancer Metab, 2014. 2(1): p. 6. 
59	
	
41. Escobar, J., et al., Regulation of cardiac and skeletal muscle protein synthesis by 
individual branched-chain amino acids in neonatal pigs. Am J Physiol Endocrinol 
Metab, 2006. 290(4): p. E612-21. 
42. Nagasawa, T., et al., Rapid suppression of protein degradation in skeletal muscle 
after oral feeding of leucine in rats. J Nutr Biochem, 2002. 13(2): p. 121-127. 
43. Viana, L.R. and M.C. Gomes-Marcondes, Leucine-rich diet improves the serum 
amino acid profile and body composition of fetuses from tumor-bearing pregnant 
mice. Biol Reprod, 2013. 88(5): p. 121. 
44. Ventrucci, G., M.A.R. Mello, and M.C.C. Gomes-Marcondes, Leucine-rich diet 
alters the eukaryotic translation initiation factors expression in skeletal muscle of 
tumour-bearing rats. Bmc Cancer, 2007. 7. 
45. Cruz, B. and M.C. Gomes-Marcondes, Leucine-rich diet supplementation modulates 
foetal muscle protein metabolism impaired by Walker-256 tumour. Reprod Biol 
Endocrinol, 2014. 12(1): p. 2. 
46. Zanchi, N.E., H. Nicastro, and A.H. Lancha, Jr., Potential antiproteolytic effects of 
L-leucine: observations of in vitro and in vivo studies. Nutr Metab (Lond), 2008. 5: 
p. 20. 
47. Viana, L.R. and M.C. Gomes-Marcondes, A leucine-rich diet modulates the tumor-
induced down-regulation of the MAPK/ERK and PI3K/Akt/mTOR signaling 
pathways and maintains the expression of the ubiquitin-proteasome pathway in the 
placental tissue of NMRI mice. Biol Reprod, 2015. 92(2): p. 49. 
48. Laplante, M. and D.M. Sabatini, mTOR signaling in growth control and disease. 
Cell, 2012. 149(2): p. 274-93. 
49. Eley, H.L. and M.J. Tisdale, Skeletal muscle atrophy, a link between depression of 
protein synthesis and increase in degradation. J Biol Chem, 2007. 282(10): p. 
7087-97. 
50. Mirza, K.A., et al., Comparison of the anticatabolic effects of leucine and Ca-beta-
hydroxy-beta-methylbutyrate in experimental models of cancer cachexia. Nutrition, 
2014. 30(7-8): p. 807-13. 
51. Columbus, D.A., et al., Impact of prolonged leucine supplementation on protein 
synthesis and lean growth in neonatal pigs. Am J Physiol Endocrinol Metab, 2015. 
309(6): p. E601-10. 
52. Cruz, B. and M.C. Gomes-Marcondes, Leucine-rich diet supplementation modulates 
foetal muscle protein metabolism impaired by Walker-256 tumour. Reprod Biol 
Endocrinol, 2014. 12: p. 2. 
53. Goncalves, E.M., E.M. Salomao, and M.C. Gomes-Marcondes, Leucine modulates 
the effect of Walker factor, a proteolysis-inducing factor-like protein from Walker 
tumours, on gene expression and cellular activity in C2C12 myotubes. Cytokine, 
2013. 64(1): p. 343-50. 
54. Dettmer, K., P.A. Aronov, and B.D. Hammock, Mass spectrometry-based 
metabolomics. Mass Spectrom Rev, 2007. 26(1): p. 51-78. 
55. Yutaka Fujiwara, T.K., Naoko Chayahara, Yoshinori Imamura, Masanori Toyoda, 
Naomi Kiyota, Toru Mukohara, Shin Nishiumi, Takeshi Azuma, Masaru Yoshida, 
Hironobu Minami, Metabolomics Evaluation of Serum Markers for Cachexia and 
Their Intra-Day Variation in Patients with Advanced Pancreatic Cancer. PLoS 
One, 2014. 9(11): p. 9 
. 
60	
	
56. Nicholson, J.K. and J.C. Lindon, Systems biology: Metabonomics. Nature, 2008. 
455(7216): p. 1054-6. 
57. AJ, T., The biochemical basis of metabolism in cancer cachexia. Dimens Crit Care 
Nurs 2004. 23. 
58. Reeves, P.G., F.H. Nielsen, and G.C. Fahey, Jr., AIN-93 purified diets for 
laboratory rodents: final report of the American Institute of Nutrition ad hoc 
writing committee on the reformulation of the AIN-76A rodent diet. J Nutr, 1993. 
123(11): p. 1939-51. 
59. Emery, P.W., Cachexia in experimental models. Nutrition, 1999. 15(7-8): p. 600-3. 
60. Penna, F., S. Busquets, and J.M. Argiles, Experimental cancer cachexia: Evolving 
strategies for getting closer to the human scenario. Semin Cell Dev Biol, 2015. 
61. Vale, C., et al., Trends in UK cancer trials: results from the UK Coordinating 
Committee for Cancer Research National Register of Cancer Trials. Br J Cancer, 
2005. 92(5): p. 811-4. 
62. J. E. Le Belle, N.G.H., S. R. Williams and K. K. Bhakoo, A comparison of cell and 
tissue extraction techniques using high-resolution 1H-NMR spectroscopy. NMR IN 
BIOMEDICINE NMR Biomed, 2002. 15. 
63. Kriat, M., et al., Analysis of plasma lipids by NMR spectroscopy: application to 
modifications induced by malignant tumors. J Lipid Res, 1993. 34(6): p. 1009-19. 
64. Xia, J., et al., MetaboAnalyst 3.0-making metabolomics more meaningful. Nucleic 
Acids Res, 2015. 43(W1): p. W251-7. 
65. Evans, W.J., et al., Cachexia: a new definition. Clin Nutr, 2008. 27(6): p. 793-9. 
66. Gomes-Marcondes, M.C., et al., Effect of Walker 256 tumor growth on intestinal 
absorption of leucine, methionine and glucose in newly weaned and mature rats. 
Braz J Med Biol Res, 1998. 31(10): p. 1345-8. 
67. Arrieta, O., et al., Association of nutritional status and serum albumin levels with 
development of toxicity in patients with advanced non-small cell lung cancer treated 
with paclitaxel-cisplatin chemotherapy: a prospective study. BMC Cancer, 2010. 
10: p. 50. 
68. Salomao, E.M., et al., Physical exercise and a leucine-rich diet modulate the muscle 
protein metabolism in Walker tumor-bearing rats. Nutr Cancer, 2010. 62(8): p. 
1095-104. 
69. Vaitheesvaran, B., et al., The Warburg effect: a balance of flux analysis. 
Metabolomics, 2015. 11(4): p. 787-796. 
70. De Preter, G., et al., Inhibition of the pentose phosphate pathway by dichloroacetate 
unravels a missing link between aerobic glycolysis and cancer cell proliferation. 
Oncotarget, 2015. 
71. Salas, E., et al., Oxidative pentose phosphate pathway inhibition is a key 
determinant of antimalarial induced cancer cell death. Oncogene, 2015. 
72. Al-Zhoughbi, W., et al., Tumor macroenvironment and metabolism. Semin Oncol, 
2014. 41(2): p. 281-95. 
73. Hsu, P.P. and D.M. Sabatini, Cancer cell metabolism: Warburg and beyond. Cell, 
2008. 134(5): p. 703-7. 
74. Lunt, S.Y. and M.G. Vander Heiden, Aerobic glycolysis: meeting the metabolic 
requirements of cell proliferation. Annu Rev Cell Dev Biol, 2011. 27: p. 441-64. 
75. Modica-Napolitano, J.S. and K.K. Singh, Mitochondrial dysfunction in cancer. 
Mitochondrion, 2004. 4(5-6): p. 755-62. 
61	
	
76. Maurer, G.D., et al., Differential utilization of ketone bodies by neurons and glioma 
cell lines: a rationale for ketogenic diet as experimental glioma therapy. BMC 
Cancer, 2011. 11: p. 315. 
77. Thomas N.Seyfriend, R.E.F., Angela M.Poff and Dominic P.D`Agostino, Cancer as 
a metabolic disease:implications for novel therapeutics. Carcinogenese, 2014: p. 
13. 
78. Vander Heiden, M.G., L.C. Cantley, and C.B. Thompson, Understanding the 
Warburg effect: the metabolic requirements of cell proliferation. Science, 2009. 
324(5930): p. 1029-33. 
79. Walenta, S., et al., High lactate levels predict likelihood of metastases, tumor 
recurrence, and restricted patient survival in human cervical cancers. Cancer Res, 
2000. 60(4): p. 916-21. 
80. Dhup, S., et al., Multiple biological activities of lactic acid in cancer: influences on 
tumor growth, angiogenesis and metastasis. Curr Pharm Des, 2012. 18(10): p. 
1319-30. 
81. Poff, A.M., et al., Non-Toxic Metabolic Management of Metastatic Cancer in VM 
Mice: Novel Combination of Ketogenic Diet, Ketone Supplementation, and 
Hyperbaric Oxygen Therapy. PLoS One, 2015. 10(6): p. e0127407. 
82. Shaw, R.J., Glucose metabolism and cancer. Curr Opin Cell Biol, 2006. 18(6): p. 
598-608. 
83. RobertRWolfe, B.M.a., Ketone Bodies. In: eLS. John Wiley & Sons, Ltd: 
Chichester, 2015. 
84. Chang, H.T., L.K. Olson, and K.A. Schwartz, Ketolytic and glycolytic enzymatic 
expression profiles in malignant gliomas: implication for ketogenic diet therapy. 
Nutr Metab (Lond), 2013. 10(1): p. 47. 
85. Tisdale, M.J. and R.A. Brennan, Loss of acetoacetate coenzyme A transferase 
activity in tumours of peripheral tissues. Br J Cancer, 1983. 47(2): p. 293-7. 
86. Sheffield-Moore, M., et al., Isotopic decay of urinary or plasma 3-methylhistidine 
as a potential biomarker of pathologic skeletal muscle loss. J Cachexia Sarcopenia 
Muscle, 2014. 5(1): p. 19-25. 
87. Lundholm, K., et al., Efflux of 3-methylhistidine from the leg in cancer patients who 
experience weight loss. Cancer Res, 1982. 42(11): p. 4807-11. 
88. Poff, A.M., et al., Ketone supplementation decreases tumor cell viability and 
prolongs survival of mice with metastatic cancer. Int J Cancer, 2014. 135(7): p. 
1711-20. 
89. Poff, A.M., et al., The ketogenic diet and hyperbaric oxygen therapy prolong 
survival in mice with systemic metastatic cancer. PLoS One, 2013. 8(6): p. e65522. 
90. Fine, E.J., et al., Targeting insulin inhibition as a metabolic therapy in advanced 
cancer: a pilot safety and feasibility dietary trial in 10 patients. Nutrition, 2012. 
28(10): p. 1028-35. 
91. Diaz-Ruiz, R., M. Rigoulet, and A. Devin, The Warburg and Crabtree effects: On 
the origin of cancer cell energy metabolism and of yeast glucose repression. 
Biochim Biophys Acta, 2011. 1807(6): p. 568-76. 
92. Locasale, J.W., Serine, glycine and one-carbon units: cancer metabolism in full 
circle. Nat Rev Cancer, 2013. 13(8): p. 572-83. 
62	
	
93. Tessem, M.B., et al., Evaluation of lactate and alanine as metabolic biomarkers of 
prostate cancer using 1H HR-MAS spectroscopy of biopsy tissues. Magn Reson 
Med, 2008. 60(3): p. 510-6. 
94. Zhang, Z., et al., Taurine supplementation reduces oxidative stress and protects the 
liver in an iron-overload murine model. Mol Med Rep, 2014. 10(5): p. 2255-62. 
 
11-ANEXOS 
Anexo 1. Submissão do artigo referente aos dados da tese de doutorado. “Metabolomic 
derangements in cancer cachexia are modulated by leucine-rich diet in Walker 256 tumour-
bearing rats” no periódico Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle (fator de impacto: 
7,431). Autores: Laís Rosa Viana, Rafael Canevarolo, Anna Caroline Perina Luiz, Raquel 
Frias Sorares, Camila Lubaczeuski, Ana Carolina de Mattos Zeri and Maria Cristina Cintra 
Gomes-Marcondes (2015).  
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